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RIASSUNTO 
 
La cN-II (5’-nucleotidasi citosolica di tipo II) è una proteina citosolica, ubiquitaria nei tessuti 
umani, appartenente alla famiglia delle 5’-nucleotidasi. Questa famiglia comprende sette proteine, 
una è una proteina transmembrana, altre cinque hanno localizzazione citosolica ed una è presente 
nella matrice mitocondriale. Questi enzimi sono in grado di defosforilare i ribonucleosidi e 
desossiribonucleosidi non ciclici 5’-monofosfato, liberando il nucleoside corrispondente e fosfato 
inorganico. La cN-II è attiva nei confronti dei nucleosidi 6-ossipurinici 5’ monofosfato (IMP, dIMP, 
GMP, dGMP, XMP), che vengono idrolizzati al corrispondente nucleoside, con la formazione di un 
intermedio covalente fosfo-enzimatico. Il fosfato può essere ceduto per attacco nucleofilo ad una 
molecola d’acqua, oppure ad un altro accettore nucleofilo. A differenza di altre nucleotidasi infatti, 
la cN-II può agire anche come fosfotransferasi, cedendo il fosfato preferenzialmente a inosina, 
guanosina o deossiinosina (Ipata e Tozzi, 2006). Il meccanismo catalitico, così come la struttura di 
questo dominio, sono caratteristici della superfamiglia delle aloacido dealogenasi (HAD), cui 
l’enzima appartiene (Allegrini et al., 2004). La regolazione dell’attività enzimatica è complessa e 
dipendente dalla carica energetica della cellula. ATP, ADP, BPG (2,3-bisfosfoglicerato), Ap4A 
(diadenosina tetrafosfato), polifosfati e alte concentrazioni di KCl attivano l’enzima, mentre il Pi è 
l’unico inibitore noto; l’enzima necessita poi di Mg2+ e ha la massima attività in un ambiente 
riducente (Pesi et al., 1996; Pesi et al., 1998).  La cN-II è attiva anche nei confronti di analoghi di 
nucleosidi e nucleotidi utilizzati in terapia antivirale ed antitumorale, quali ed esempio                    
2’3’-didesossiinosina, acyclovir, ribavirina, fludarabina; una piena comprensione dell’attività e 
della struttura di questo enzima potrà quindi contribuire alla buona riuscita di terapie su essi basate 
(Hunsucker et al., 2005). Alterazioni dell’attività della cN-II sono state misurate in pazienti affetti 
dalla sindrome di Lesh-Nyan (Pesi et al., 2000), un grave disturbo neurologico e comportamentale, 
mentre è controverso il ruolo dell’enzima nelle neoplasie ematologiche. Diversi autori mostrano 
come elevati livelli di mRNA della cN-II in pazienti adulti affetti da leucemia mieloide acuta e 
trattati con citarabina siano un marker statisticamente significativo di un peggior successo terapico. 
Dal momento che la cN-II non è attiva nei confronti della citarabina, che pure è un analogo dei 
nucleotidi purinici, l’ipotesi più recente indica che il livello di mRNA della cN-II rifletta lo stato 
proliferativo delle cellule e sia quindi un marker di una forma più severa della patologia (Galmarini 
et al., 2005). Vi sono, e sono tuttora in corso, numerosi studi volti a capire quale sia il ruolo 
fisiologico della proteina. In base alla caratteristiche cinetiche e regolatorie dell’enzima è stato 
ipotizzato che il ruolo della cN-II sia l’idrolisi dell’eccesso di IMP (derivante da vie di sintesi de 
novo o di recupero) in condizioni di  elevata carica energetica; in condizioni ischemiche invece 
l’attività dell’enzima decresce, prevenendo così la perdita di nucleotidi purinici.  L’enzima potrebbe 
poi partecipare alla regolazione dei pools intracellulari di  nucleotidi purinici (IMP e GMP) e di 
fosforibosilpirofosfato attraverso il ciclo delle ossipurine. Secondo le conoscenze attuali la cN-II è 
l’unico enzima in grado di fosforilare inosina e guanosina, che non sono substrato di nessuna 
chinasi cellulare (Ipata and Tozzi, 2006; Barsotti et al., 2004). 
L’attività della cN-II sembra essere fondamentale per le cellule umane; infatti studi di silenziamento 
della cN-II con tecniche di RNAi mostrano che le cellule in cui la cN-II viene silenziata muoiono 
per apoptosi (Careddu et al., 2008). Studi molto preliminari su un altro modello eucariotico              
(S. cerevisiae) sembrano suggerire che la cN-II sia fondamentale per la vitalità delle cellule, 
regolando i pools di nucleotidi.  
Questo lavoro di tesi si inserisce in un progetto più ampio, sulla scia dei risultati di Careddu e 
colleghi,
 
volto a silenziare la cN-II in modo inducibile in cellule di astrocitoma umano (ADF). 
Questo lavoro mira a comprendere l’importanza della cN-II nelle vie di sintesi e di recupero dei 
nucleotidi, nonché il ruolo fisiologico della proteina. Il sistema scelto è un vettore lentivirale, in 
grado di aumentare la versatilità del sistema garantendo un maggiore spettro d’ospite. Questo 
vettore, portante lo short harpin di interesse, verrà prodotto nella linea cellulare umana HEK 293T, 
e verrà utilizzato per infettare le cellule bersaglio (ADF) su cui verranno poi studiati gli effetti del 
silenziamento. Questa tesi si riferisce ai primi passi di questo progetto, ossia la costruzione del 
sistema di silenziamento inducibile. Per arrivare a questo risultato, la sequenza in grado di silenziare 
la cN-II, ossia lo sh661 (Careddu et al., 2008), è stata clonata nel vettore pLVTHM, in grado di 
dare un silenziamento costituitivo. Da questo, lo sh661 è stato clonato nel vettore pLVCT-tTR-
KRAB, per il sistema di silenziamento condizionale, a valle dell’operatore della tetraciclina. Questo 
vettore infatti codifica per una proteina di fusione tra il repressore dell’operatore della tetraciclina 
ed il dominio KRAB (Krüppel associated box), in grado di guidare il silenziamento tramite la 
formazione di eterocromatina fino ad una distanza di 3kb dal sito di legame. Il repressore è in grado 
di legarsi all’operatore in assenza, ma non in presenza, di doxiciclina, pertanto l’aggiunta di questo 
antibiotico porta al distacco della proteina di fusione e quindi all’espressione dello short harpin. Il 
plasmide presenta poi il gene per la GFP, la cui espressione è regolata dallo stesso operatore che 
regola l’espressione dello sh661, ed ha permesso quindi di verificare l’inducibilità del sistema.  
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1.1 LE 5’- NUCLEOTIDASI 
Le 5’-nucleotidasi sono enzimi in grado di defosforilare ribonucleosidi e desossiribonucleosidi non 
ciclici 5’-monofosfato, liberando il nucleoside corrispondente e fosfato inorganico. Un’attività        
5’-nucleotidasica è stata misurata per la prima volta nel 1934 in tessuto muscolare cardiaco e 
scheletrico, successivamente è stata ampiamente descritta in batteri, piante e nel regno animale 
(Zimmermann, 1992; Bianchi and Spychala, 2003).   
L’importanza di questa classe di enzimi risiede nella loro capacità di modulare le vie di recupero dei 
nucleotidi. I nucleotidi possono essere ottenuti per sintesi de novo oppure attraverso vie di recupero; 
le prime sono attive specificamente in cellule in divisione mentre le seconde rappresentano la 
principale fonte di nucleotidi nelle cellule quiescenti. Le 5’-nucleotidasi sono localizzate in punti 
strategici di queste vie di recupero e provvedono a regolarle in base alle necessità e al tipo cellulare, 
assieme alle nucleoside chinasi. Nucleoside chinasi e 5’-nucleotidasi vengono quindi a creare dei 
cicli del substrato, ove un nucleoside monofosfato viene idrolizzato a nucleoside e fosfato 
inorganico da una nucleotidasi; il nucleoside, a sua volta, può essere fosforilato da una chinasi. Il 
risultato netto è l’idrolisi di una molecola di ATP ad ADP e Pi, ma, lungi dall’essere inutili, questi 
cicli permettono di regolare i pools di nucleotidi/nucleosidi. A differenza dei nucleotidi, i nucleosidi 
hanno la possibilità di muoversi attraverso la membrana cellulare, secondo gradiente di 
concentrazione fra interno e esterno (Rampazzo et al., 1999; Gazziola et al., 2001).  
Nell’uomo sono state descritte sette 5’-nucleotidasi, le cui caratteristiche principali sono riportate 
nella tabella a seguire (Tabella 1.1). Di queste, una (eN) è una proteina associata alla membrana 
plasmatica, mentre le altre sei hanno localizzazione intracellulare. A differenza della nucleotidasi di 
membrana, quelle intracellulari condividono l’appartenenza alla superfamiglia delle aloacido 
dealogenasi (Hunsucker et al., 2005), presentando omologie strutturali che si riflettono anche nel 
meccanismo catalitico conservato.  
La cN-II, oggetto del presente studio, verrà descritta dettagliatamente nel prossimo paragrafo, 
mentre vengono ora presentate le altre 5’-nucleotidasi.  
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Tabella 1.1: Caratteri generali delle 5’-nucleotidasi umane. eN, ecto-5’-nucleotidasi; cN-1A e cN-1B, 5’-nucleotidasi 
citosolica di tipo I ; cN-II 5’-nucleotidasi citosolica di tipo II; cN-III, 5’-nucleotidasi citosolica di tipo III; cdN , 5’(3’) 
deossiribonucleotidasi citosolica,  mdN, 5’(3’) deossiribonucleotidasi mitocondriale. (Modificata da Hunsucker et al., 
2005)  
 
5’-Nucleotidasi 
Distribuzione 
tissutale 
Struttura Substrati principali 
eN Ubiquitaria Dimero 
AMP, (d)NMP 
 
cN-IA 
Muscolo scheletrico 
e cardiaco, pancreas, 
rene, encefalo 
Tetramero AMP; dTMP; dCMP 
cN-IB 
Ubiquitario, spec. nei 
testicoli 
? AMP 
cN-II Ubiquitaria Tetramero 
(d)IMP, (d)GMP, XMP 
Ino, Guo 
cN-III 
Ubiquitaria, spec. 
negli eritrociti 
Monomero 
CMP; UMP; uridina; citidina e 
deossicitidina 
cdN Ubiquitaria Dimero 
3’-dUMP; 3’-dTMP; 
3’-UMP e UMP 
mdN Ubiquitaria Dimero 
(d)UMP; (d)TMP; 3’-dTMP; 
3’-UMP 
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1.1.1 LA ECTO-5’-NUCLEOTIDASI (eN) 
La ecto-5’-nucleotidasi (eN o CD73) è una proteina glicosilata, associata alla membrana plasmatica 
mediante un’ancora di glicosil fosfatidilinositolo (GPI), in grado di idrolizzare l’AMP, presente 
all’esterno della cellula, ad adenosina. L’adenosina può poi attivare uno dei 4 tipi di recettori 
extracellulari AdoR (proteine di membrana a 7 passi G-coupled), oppure può essere internalizzata 
attraverso carriers sensibili al dipiramidolo (Colgan et al., 2006).  
La eN è codificata da un gene localizzato sul cromosoma 6q14-q22; la proteina umana presenta 
l’86-89% di omologia con quelle di altre specie di mammifero e il 24-36% con quelle batteriche. 
Fino al 50% dell’enzima può trovarsi legato alla superficie interna della membrana ed esserne 
rilasciato con passaggi di omogenizzazione, l’esistenza di una nucleotidasi solubile con bassa Km 
deve pertanto essere fatta risalire a questo fenomeno (Hunsucker et al., 2005).  
La eN è espressa in modo ubiquitario nella maggior parte dei tessuti, ma può essere localizzata 
specificamente solo in alcuni tipi cellulari dei tessuti stessi, ad esempio, nel timo è presente 
principalmente in cellule epiteliali ed in fibroblasti reticolari. Nelle cellulle B e T l’espressione della 
eN è inoltre correlata alla maturità cellulare (Hunsucker et al., 2005; Zimmermann et al., 1992). 
Uno studio del 2004 sulle funzioni della eN ne ha misurato l’attività in differenti tessuti di ratto, 
osservando una differenza di 46 volte nell’espressione in diversi tessuti. Sorprendentemente, il 
maggior grado di espressione è stato misurata nel colon, seguito da rene e cervello, fegato, polmoni, 
cuore e in misura minore nel muscolo. (Thompson et al., 2004, Colgan et al., 2006).  
La eN è anche chiamata low Km nucleotidase a causa della sua grande affinità per l’AMP, tuttavia 
l’enzima possiede un’ampia specificità di substrato sia per ribo- che per desossiribonucletidi. Dal 
rapporto Vmax / Km si ricava che i ribonucleotidi sono preferiti ai desossiribonucleotidi, nell’ordine 
AMP, GMP, IMP, UMP. Il miglior substrato è comunque l’AMP, la cui idrolisi è stereoselettiva per 
l’enantiomero D (Zimmermann, 1992; Sträter, 2006); la proteina non è attiva nei confronti dei 
nucleosidi fosforilati in posizione 2’ e 3’. L’optimum di pH varia, a seconda della specie da cui 
l’enzima è purificato, tra 6,8 e 9,0, per la proteina umana è tra 7,0 ed 8,0. A differenza di tutte le 
altre nucleotidasi, la eN non è Mg
2+
 - dipendente, anche se alte concentrazioni di questo metallo 
possono incrementarne l’attività. Sono inibitori dell’enzima: α,β-methylene-adenosina-difosfato 
(AMPCP), concanavalina A (a concentrazioni nanomolari) e nucleotidi di- e tri- fosfato, così come 
le metilxantine, Pb
+
 e Hg
+
 (Zimmermann, 1992; Bianchi and Spychala, 2003). Il fosfato inorganico 
non ha effetto sull’attività enzimatica, mentre l’ATP e l’ADP hanno ruoli differenti nella eN umana 
ed in quella purificata da E. coli. Questi composti sono infatti inibitori competitivi della prima, 
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mentre sono substrati per la seconda. E’ utile fare questa precisazione in quanto è stata risolta la 
struttura della eN batterica, mentre su quella umana sono state avanzate delle ipotesi basandosi sul 
confronto con la nucleotidasi batterica. Le due proteine presentano un’omologia di sequenza del 
20%, facendo ipotizzare un ancestrale comune ed una struttura conservata.  
La determinazione della struttura primaria della eN purificata dalla razza, dal fegato di ratto e dalla 
placenta umana mostra come l’enzima sia formato da 548 aminoacidi ed abbia una massa 
molecolare di circa 61 kDa. I 25 residui N-terminali sono sostituiti da un’ancora di GPI che 
permette di ancorare la proteina alla membrana plasmatica. La proteina può presentare poi differenti 
pattern di glicosilazione, il cui significato biologico non è chiaro; ma potrebbe avere un ruolo nel 
determinare l’efficienza catalitica e la specificità di substrato (Sträter, 2006; Hunsucker et al., 
2005).  
Come precedentemente accennato la eN non appartiene alla superfamiglia delle aloacido 
dealogenasi; piuttosto, sulla base di omologie di sequenza soprattutto a livello di core catalitico, 
essa appartiene ad una superfamiglia di metallofosfoesterasi con diverse specificità di substrato 
(Ser/Thr fosfoproteine, nucleotidi, sfingomielina, RNA e DNA). Il core catalitico di questi enzimi 
ha una struttura organizzata in 4 piani, con due foglietti beta misti fiancheggiati da α-eliche (αββα). 
Nel centro catalitico sono presenti due ioni metallici, che per la eN sono due ioni zinco; il secondo 
sito di legame per lo ione metallico è tuttavia più affine al cobalto (Sträter, 2006). Per quanto 
riguarda la eN di E. coli, la struttura cristallina 
risolta (PDB ID: 1hp1) mostra che la proteina 
monomerica è composta da due domini, definiti 
rispettivamente come N-teminale e C-terminale, 
mostrati in Figura 1.1. Il dominio N-terminale 
(giallo) è conservato nella superfamiglia delle 
metallofosfoesterasi ed ha la struttura α+β descritta 
precedentemente. Esso contiene il centro 
dimetallico e la diade Asp-His fondamentale per la 
catalisi. Il dominio C-terminale (rosso in figura) 
invece presenta una struttura che, al momento, non 
è stata osservata in nessun’altra proteina. Questo 
dominio è organizzato su tre piani: alpha-beta(2)-
alpha-beta(2)-alpha-beta (SCOP, http://scop.mrc-
lmb.cam.ac.uk/scop/), e contiene il sito di legame 
Figura 1.1: Struttura della eN di E. coli.                
(a) Conformazione aperta complessata ad ATP. (b) 
Conformazione chiusa complessata ad α,β-metilen-
ADP. Entrambi sono legati nel sito attivo e sono 
colorati in blu. In celeste è colorato il centro 
dimetallico, mentre l’asse attorno al quale ruotano 
le due subunità è in verde (Sträter, 2006).  
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per la molecola di adenosina del substrato: il sito attivo si trova quindi all’interfaccia tra questi due 
domini, che sono connessi da una lunga α-elica. E’ stato dimostrato (Schultz-Heinenbork et al., 
2004) che l’enzima si può trovare in [almeno] due 
conformazioni alternative: aperta (inattiva) e chiusa 
(attiva). La eN cambia conformazione con una rotazione 
di 96°, che è atipica in quanto non avviene lungo un piano 
perpendicolare all’asse di connessione tra i due domini, 
ma coinvolge la regione all’interfaccia tra i domini. I 
residui coinvolti scivolano, l’uno rispetto all’altro, 
piuttosto che allontanarsi/avvicinarsi vicendevolmente. 
La Figura 1.1 mostra le due conformazioni, il cui studio 
è stato possibile grazie alla costruzione ed alla creazione 
di specifici mutanti. La strategia seguita con successo è 
stata la creazione di mutanti presentanti dei ponti 
disolfuro progettati in modo da stabilizzare l’una o l’altra 
conformazione (Schultz-Heinenbork et al., 2004).  
Per quanto riguarda la proteina umana, è stato costruito un 
modello sulla base dell’omologia di sequenza con la 
proteina di E. coli. A partire da questa omologia, il 
modello è stato costruito grazie a programmi di modeling ove sono state introdotte restrizioni 
dovute, ad esempio, ai ponti disolfuro noti; il modello è stato poi rifinito manualmente. La Figura 
1.2 mostra la sovrapposizione alla eN batterica del modello proposto (Sträter, 2006; Schultz-
Heinenbork et al., 2004). A differenza della eN di E. coli, quella umana forma dei dimeri. Sebbene 
Figura 1.3: (A) Schema dell’interazione tra la proteina e l’inibitore α,β- metilen ADP. (B) Schema del centro 
dimetallico della eN e struttura proposta per il complesso Michaelisiano per la catalisi (Modificato da Sträter, 2006).  
 
Figura 1.2: Sovrapposizione della eN di E. 
coli (grigio) e del modello proposto per la 
proteina umana. In magenta sono colorate le 
inserzioni/delezioni presenti nella proteina 
umana, in giallo i ponti disolfuro 
ingegnerizzati, in rosso le Asn glicosilate, in 
blu l’inibitore complessato all’enzima, in 
celeste il centro dimetallico (Sträter, 2006). 
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non sia possibile prevedere dove sia localizzata l’interfaccia di contatto tra i monomeri, non sembra 
verosimile che tale superficie corrisponda alla parte sinistra della Figura 1.2, in quando presenta 
numerosi siti di glicosilazione (in rosso in figura). La prima parte della Figura 1.3 mostra il 
modello proposto per il sito attivo dell’enzima, riportando il legame dell’α,β-metilen-ADP, un 
inibitore competitivo della eN. Per ciascun residuo, il primo riferimento corrisponde alla posizione 
dell’aminoacido nella proteina umana, mentre il secondo a quella nella proteina batterica. Si osserva 
che tutti i residui sono conservati, con l’eccezione della Asn431 che nella proteina umana è 
sostituita da una glicina. Questo residuo nella nucleotidasi batterica interagisce con l’atomo N1 
dell’anello di adenina, e verosimilmente questo ruolo è svolto, nella proteina umana, da una 
molecola d’acqua. Sono invece conservate le due fenilalanine tra le quali è localizzato l’anello 
dell’adenosina, così come gli aspartati e le arginine che prendono contatto con la base del 
nucleotide e con l’anello del ribosio.  
La seconda parte della Figura 1.3 riporta la struttura proposta per il centro dimetallico dell’enzima. 
Tutti i residui sono conservati ad eccezione della Gln254, coordinante il metallo legato nel primo 
sito, sostituita da una asparagina nella proteina umana. Questo residuo ha una catena laterale più 
corta e non sembra probabile che riesca a coordinare il metallo; piuttosto potrebbe posizionare una 
molecola d’acqua in modo tale da interagire con lo ione, così come accade nelle Ser/Thr proteine 
fosfatasi.  La seconda parte della Figura 1.3 fornisce un modello per il legame del fosfato, dove 
l’ossigeno terminale del substrato è coordinato dai due metalli presenti nel sito attivo. Inoltre, una 
istidina (fondamentale per la catalisi) ed una arignina legano e polarizzano il gruppo fosfato per 
l’attacco nucleofilo da parte di una molecola d’acqua (si suppone sia la molecola coordinata dal 
centro M1 in Figura 1.3 B, localizzata a 3.2 Å dal fosfato con un angolo di 155°). I due ioni 
metallici, l’arginina e l’istidina cataliticamente attiva stabilizzerebbero lo stato di transizione, 
mentre un’altra molecola d’acqua si ritiene sia necessaria per protonare il fosfato uscente. Si 
suppone che per un ciclo catalitico, e quindi per il legame dei substrati e per il rilascio dei prodotti, 
sia necessaria la rotazione della proteina di 96°, accennata in precedenza, sebbene non sia ancora 
chiaro come tale rotazione guidi o renda possibile la catalisi (Sträter, 2006). 
La eN ha un ruolo importante in numerosi processi fisiologici modulati dall’adenosina, tra cui 
ipossia, infiammazione e trasporto ionico a livello di barriere epiteliali (Colgan et al., 2006). Senza 
che ne sia necessaria l’attività catalitica, la proteina è importante per l’adesione cellulare dei 
linfociti alle cellule dell’endotelio vascolare e può agire come co-recettore per l’attivazione delle 
cellule T (Hunsucker et al., 2005). L’espressione della eN è inoltre collegata allo sviluppo della 
plasticità neurale nelle cellule nervose, ed alla maturazione dei linfociti (Bianchi and Spychala, 
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2003). Recenti esperimenti in topi con knock-down della eN hanno poi mostrato che questo enzima 
è responsabile di circa il 50% dell’idrolisi dell’ATP nei neuroni nocicettivi, ove co-localizza con la 
PAP (Prostatic Acid Phosphatase). Entrambe le proteine hanno, in aggiunta, un pronunciato effetto 
antinocicettivo che persiste per un lungo periodo di tempo (2-3 giorni). Questa scoperta suggerisce 
che le ectonucleotidasi potrebbero rappresentare una nuova classe di farmaci antinocicettivi, con 
alcuni potenziali vantaggi terapeutici, quali ad esempio la lunga durata d’azione, rispetto ad 
adenosina, agonisti dei recettori A1R ed inibitori del metabolismo dell’adenosina (Sowa et al., 
2010; Colgan et al., 2006). Infine, recentemente è stato dimostrato che la eN è responsabile 
dell’aumentato tasso di idrolisi di AMP associato a disturbi neurocomportamentali. Nel 1997 Page e 
colleghi hanno descritto una sindrome neurologica che è stata denominata in seguito NAPDD, 
Nucleotidase Associated Pervasive Developmental Disorder. Da un punto di vista comportamentale 
i pazienti sono caratterizzati da estrema iperattività ed impulsività, con difetti nell’attenzione, nei 
rapporti sociali e seri deficit del linguaggio. I pazienti sono poi soggetti a spasmi, atassia, difetti 
nella deambulazione e nella coordinazione dei movimenti; spesso soffrono di infezioni dei seni 
paranasali e dell’orecchio medio. Da un punto di vista biochimico, questa sindrome è associata ad 
un aumento di 10 volte dell’attività 5’-nucleotidasica. I livelli di purine e pirimidine misurati sono 
nella norma, con l’eccezione di una lieve diminuzione dell’incorporazione di uridina; il PRPP 
(fosforibosilpirofosfato) è inoltre presente in misura minore rispetto a soggetti sani. Pesi et al. hanno 
dimostrato come l’aumentata attività di idrolisi di AMP in fibroblasti di pazienti con iperattività    
5’-nucleotidasica sia dovuta all’iperattività della ecto-5’-nucleotidasi, sebbene non sia chiaro come 
ciò sia collegato allo sviluppo dei sintomi della NAPDD (Pesi et al., 2008; Camici et al., 2010; 
Page et al., 1997).  
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1.1.2 LE 5’-NUCLEOTIDASI INTRACELLULARI 
Le 5’-nucleotidasi intracellulari (cinque citosoliche ed una mitocondriale) condividono 
l’appartenenza alla superfamiglia delle aloacido dealogenasi (HAD). Gli enzimi appartenenti a 
questa superfamiglia catalizzano il trasferimento di gruppi carbonilici o fosforici su un diverso 
spettro di substrati e presentano un aspartato nel sito attivo che guida la catalisi agendo da 
nucleofilo. Sebbene l’omologia di sequenza tra gli enzimi appartenenti a questa superfamiglia sia 
molto bassa (<10%), essi condividono tre motivi importanti per la catalisi. Inoltre essi mostrano una 
notevole somiglianza strutturale (Rinaldo-Matthis et al., 2002; Burroughs et al., 2006). Il motivo 
comune, denominato HAD domain, è strutturalmente e filogeneticamente correlato ad altre 
superfamiglie presentanti il fold α/β di Rossman (DHH, CheY-Like, von Willebrand A, TOPRIM, 
istone deacetilasi, PIN/FLAP nuclease domain). Il Rossman fold delle HAD si distingue dagli altri 
per due aspetti strutturali, uno “squiggle” (un singolo giro di alfa elica, formato da circa 6 residui) 
ed un “flap” (una forcina beta), localizzati immediatamente a valle del primo filamento β del 
motivo centrale (Burroughs et al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
La Figura 1.5 mostra le caratteristiche generali del Rossman Fold delle HAD. Esso è organizzato 
su tre piani: un foglietto β parallelo formato da 6 (oppure 8) filamenti, circondato da entrambi i lati 
da α-eliche. Nelle 5’-nucleotidasi intracellulari la cui struttura è nota, i foglietti sono generalmente 
presenti nell’ordine 321456. Enzimi diversi possono presentare domini aggiuntivi diversi (e non 
catalitici) annessi a questo motivo comune, denominati “Cap” , che solitamente sono presenti come 
inserzioni dopo il filamento 1. I residui importanti per la catalisi sono localizzati sulle anse di 
collegamento tra i filamenti β e le eliche (Burroughs et al., 2006, SCOP).  
Figura 1.5: Diagramma topologico del Rossman Fold delle 
HAD. I filamenti β sono rappresentati come frecce (in senso 
NC), ed il primo filamento del motivo, comprendente 
l’aspartato catalitico, è rappresentato in giallo. Gli altri 
filamenti del core conservati in tutti i membri della 
superfamiglia sono in blu, mentre elementi non conservati che 
potrebbero essere assenti in un ancestrale comune sono in 
grigio. Il punto di inserzione del Cap1 è rappresentato in 
verde, mentre quello del Cap2 è in arancione.  Le linee 
tratteggiate rappresentano elementi che non sono presenti in 
tutte le proteine con questo dominio. Il loop magenta 
rappresenta lo “squiggle” conservato. I residui indicati sono 
quelli conservati. D, Aspartato, K, lisina, X qualsiasi 
aminoacido (Burroughs et al., 2006).  
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In particolare, il meccanismo d’azione degli enzimi che scindono un legame estere con il gruppo 
fosfato (quali le 5’-nucleotidasi) prevede la formazione di un intermedio covalente tra un aspartato 
dell’enzima ed il gruppo fosfato, seguito dal trasferimento di questo ad un accettore nucleofilo, che 
può essere una molecola d’acqua (attività idrolitica) o un diverso substrato (attività 
fosfotransferasica). Tutti questi enzimi necessitano della presenza di Mg
2+
 per la loro attività.  
I motivi di sequenza conservati sono tre e sono mostrati nella Figura 1.6. Il motivo I è 
caratterizzato dalla sequenza DXDX [T/V], localizzata nella porzione terminale del primo filamento 
β. Il primo aspartato di questo motivo va ad effettuare l’attacco nucleofilo al substrato, inoltre il 
gruppo carbossilico del primo aspartato ed il carbonile dell’ossatura peptidica del secondo aspartato 
coordinano il Mg
2+
. Il motivo II comprende una treonina (oppure una serina), estremamente 
conservata ed inserita nella porzione terminale del secondo filamento, che va ad interagire col 
gruppo fosfato all’interno di una regione idrofobica. Questo motivo e la lisina del motivo III 
contribuiscono a stabilizzare l’intermedio della reazione di idrolisi. Il motivo III, K(X)5D(X)3DD, 
comprende questa lisina ed i residui di aspartato che interagiscono con il gruppo fosfato e con lo 
ione Mg
2+
. (Burroughs et al., 2006; Ipata and Tozzi, 2006). Generalmente gli aspartati del motivo 
III si localizzano all’estremità terminale del filamento 4, mentre la posizione della lisina è meno 
conservata (Burroughs et al., 2006). Alcuni autori parlano di 4 motivi strutturali piuttosto che di 3, 
ed in questo caso il motivo III si considera formato solo dalla lisina, mentre gli aspartati vanno a 
costituire il motivo IV. 
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Figura 1.6 : Allineamento multiplo delle sequenze primarie delle 5’-nucleotidasi intracellulari di mammifero (in alto), di 
alcuni membri della superafamiglia delle HAD (al centro) e di ATPasi di tipo P (in basso). In blu sono indicati aminoacidi 
conservati importanti per la catalisi; in rosso sono riportati aminoacidi alternatici  a quelli indicati in blu presenti nel motivo 
I. In giallo sono riportati i residui idrofobici.  Elementi comuni di struttura secondaria sono indicati come alfa eliche (α), 
filamenti β (β) e loops (l) (Modificata da Allegrini et al., 2004). 
                  Introduzione 
 
12 
Figura 7: Caratteristiche delle due isoforme della cN-I. Le sequenze sono 
allineate in base al motivo I. I riquadri neri indicano i motivi catalitici. I 
triangoli bianchi indicano i tre possibili codoni d’inizio della traduzione 
nall cN-IB (Modificata da Hunsucker et al., 2005). 
1.1.2.1  5’-Nucleotidasi citosolica di tipo I (cN-IA e cN-IB) 
La cN-I è una proteina citosolica altamente specifica per AMP ed è anche nota come AMP-specific 
5’-nucleotidase. Se ne conoscono due forme molto simili e con una comune specificità di substrato, 
denominate cN-IA e cN-IB . Nell’uomo, le due forme sono codificate da geni distinti: il gene per la 
cN-IA si trova sul cromosoma 1p34.3-p33, mentre quello per la cN-IB si trova sul cromosoma 
2p24.3.   
Nei tessuti umani l’espressione dell’mRNA della cN-IA è maggiore nel muscolo cardiaco e 
scheletrico, ed è inoltre presente in cervello, pancreas, rene, utero e testicoli. Sebbene la cN-I sia 
presente in forma solubile, diversi studi sulla proteina purificata dal cuore di piccione e dal cuore di 
cane ne ipotizzano l’associazione agli elementi contrattili del muscolo, probabilmente mediante 
legami ionici (Hunsucker et al., 2005). Il core catalitico della cN-IA di diverse specie di vertebrato 
(piccione, ratto, topo) presenta un’omologia di sequenza del 90-99% con la regione compresa tra gli 
aminoacidi 46 e 351 di quella umana, indicando un probabile meccanismo catalitico comune. 
L’enzima ha una massa molecolare di 40-43 kDa a seconda della specie da cui è purificato ed 
esperimenti di gel filtrazione ne rivelano una struttura omotetramerica.  
La Figura 1.7 mostra le omologie tra le due forme della cN-I, nonché gli elementi che ne denotano 
l’appartenenza alla superfamiglia 
delle HAD, nella Figura 1.6 è 
riportato l’allineamento di sequenza 
delle nucleotidasi appartenenti a 
questa famiglia.   
La cN-IA idrolizza 
preferenzialmente AMP (a 
concentrazioni millimolari), e i 
desossiribonucleotidi pirimidinici 
(a concentrazioni micromolari). 
Nonostante ciò, la massima 
efficienza catalitica (Vmax /Km) si ha per dCTP e TMP. La cN-IA umana presenta un optimum pH di 
7,0 ed è dipendente dal Mg
2+
 per la sua attività; l’attivazione massima si ha con concentrazioni di 
3.5-10 mM, mentre concentrazioni più alte inibiscono la cN-IA. A differenza della cN-II e della cN-
III, la cN-IA non è dotata di attività fosfotransferasica.  L’enzima è attivato da ADP e, in misura 
minore, dal GTP e dai dNDP, questi ultimi in concentrazioni micromolari (nanomolari per dTDP). 
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L’ADP comunque è il miglior attivatore e abbassa la Km per AMP a valori micromolari. La proteina 
è inibita da dUMP e dai didesossinucleotidi pirimidinici, in particolar modo ddC e ddU; un’inibitore 
altamente specifico è poi la 5-etinil-didesossiuridina. Il fosfato inorganico non ha alcun effetto 
sull’attività della cN-IA  (Hunsucker et al., 2005; Sala-Newby et al., 2003).  
La cN-IA è stata studiata intensamente in quanto possibile responsabile della produzione di 
adenosina in condizioni di ischemia e ipossia (Bianchi and Spychala, 2003). Graciela Sala-Newby e 
colleghi hanno sovraespresso la cN-IA di piccione in cardiomiociti di ratto mediante un sistema 
adenovirale. L’overespressione della cN-I porta, in condizioni di ipossia ad un aumento della 
concentrazione di adenosina e della sua escrezione, sia in presenta che in assenza di inibitori del suo 
metabolismo. Gli autori osservano inoltre come la concentrazione di adenosina raggiunta sia 
sufficiente per poter mediare una risposta fisiologica a questo nucleoside attraverso i suoi recettori 
extracellulari (Sala-Newby et al., 2003).  
Molti studi effettuati sulla cN-IA di piccione mostrano poi come l’mRNA corrispondente sia 
espresso a livelli 5-10 volte più elevate nelle fibre muscolari rosse, dotate di un intenso 
metabolismo ossidativo piuttosto che in quelle bianche (a prevalente metabolismo anaerobio). E’ 
stato allora fatto uno studio su tessuti muscolari umani, da cui però non è emersa una correlazione 
significativa tra l’espressione della cN-I e l’espressione di mioglobina (Lechward et al., 2009).   
La cN-IA potrebbe infine avere un ruolo importante anche nel metabolismo dei deossiribonucleotidi 
pirimidinici, nei tessuti ove esso è espresso, come suggerito dalle basse Km questi composti 
(Hunsucker et al., 2005). 
Per quanto riguarda invece la cN-IB, il suo mRNA è espresso in modo ubiquitario, ma più a livello 
di testicoli che di cervello e muscolo scheletrico. Meno studiata della cN-IA, la cN-IB condivide 
con essa la capacità di idrolizzare l’AMP ed è attivata dall’ADP. Nel 2001, Sala-Newby e Newby 
hanno notato che la cN-IB umana è identica alla proteina hAIRP (human autoimmune infertility-
related protein) a parte 3 notevoli sostituzione aminoacidiche non conservative (R79K, S89W e 
L344F), lasciando aperto il campo all’interessante ipotesi che una o più di queste possano portare 
alla perdita di attività dell’enzima correlata all’infertilità o a disturbi comportamentali associati 
(Hunsucker et al., 2005).  
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1.1.2.2  5’-Nucleotidasi citosolica di tipo III (cN-III) 
La 5’-nucleotidasi citosolica di tipo III (o 5’-Nucleotidasi pirimidinica) è una proteina espressa 
principalmente negli eritrociti; essa è specifica per i nucleotidi monofosfato pirimidinici, mentre 
non è attiva nei confronti dei nucleotidi purinici. Si ritiene che questa proteina abbia un ruolo 
importante nel catabolismo dei nucleotidi pirimidinici durante la degradazione dell’RNA che 
avviene negli eritrociti; inoltre, il fatto che l’enzima sia inattivo nei confronti dei nucleotidi 
adenilici assicura che negli eritrociti questi pools vengano mantenuti. Come le altre nucleotidasi 
citosoliche, essa appartiene alla superfamiglia delle HAD, con cui condivide la dipendenza dal 
magnesio. Essa non è influenzata da ADP, ATP, 2,3-BPG, mentre è inibita dal fosfato e dai 
nucleosidi. La cN-III ha un optimum pH di 7,5 ed è dotata di attività fosfotransferasica,  il cui ruolo 
in vivo è al momento sconosciuto (Hunsucker et al., 2005). 
Il gene codificante la cN-III è localizzato sul cromosoma 7p14.3 e contiene 3 esoni. Da esso 
derivano, per splicing alternativo, 3 trascritti di diversa lunghezza, cui corrispondo due forme della 
proteina, una di 297 ed una di 285/286 aminoacidi (due dei trascritti originano proteine differenti 
per un unico aminoacido). La forma più breve corrisponde alla forma attiva dell’enzima, l’altra a 
una proteina con ulteriori 11 aminoacidi all’estremità N-terminale. 
La cN-III è stata studiata principalmente negli eritrociti ma 
è presente anche in cellule linfoidi, milza, cuore, fegato, 
testicoli, colon, utero, polmone, pancreas, rene e cervello. 
La maggiore espressione della proteina si ha comunque a 
livello dei globuli rossi (Hunsucker et al., 2005). Qui  la 
proteina è presente in due isoforme, hP5N-1 e hP5N-2, che 
differiscono per specificità di substrato. La prima 
defosforila preferenzialmente 5’-UMP, 5’-CMP e, in misura 
minore, 5’-dCMP, 5’-dTMP e 5’-dUMP. La seconda è 
invece attiva nei confronti di 3’-dTMP, 3’-dUMP, 3’-UMP, 
ma non è attiva nei confronti di 5’-CMP e 5’-dCMP (Bitto et 
         al., 2006). 
La struttura della forma murina della hP5N-1 è stata risolta (2.35 Å) nel 2006 da Bitto e colleghi, ed 
essa condivide con la proteina umana una identità di sequenza del 93% ed una omologia del 97%. 
La struttura depositata in PDB (Protein DataBase, http://www.pdb.org/pdb/home/home.do) della 
cN-III umana (PDB ID: 2cn1) è infatti identica a quella qui descritta. 
Figura 1.8: struttura della mP5N-1.           
PDB ID:  2bdu;  Res. 2.35 Å;  Rfree :0.22 
(Bitto et al., 2006).  
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Figura 1.9: Rotameri dell’Asp49, 
come risultano dalla foma apo-
enzimatica (giallo), in quella attiva 
(azzurro) ed in quella complessata al 
prodotto (rosso). Le linee tratteggiate 
rappresentano legami a idrogeno 
(Bitto et al., 2006). 
Essa è una proteina monomerica, ed è l’unica nucleotidasi caratterizzata che sia presente come 
monomero. L’analisi cristallografica ne conferma l’appartenenza alla superfamiglia delle HAD e 
presenta il core domain (grigio e arancione in Figura 1.8) con il Rossman fold a 6 filamenti β 
paralleli ed un cap domain (giallo e verde) presentante una piccola forcina β ed un fascio di 4                     
α-eliche, di cui due particolarmente lunghe vanno a formare una specie di copertura al sito attivo. 
E’ interessante notare che Bitto e colleghi osservato dei cambiamenti di conformazione a livello del 
primo aspartato del motivo I delle HAD (Asp49), rappresentati in Figura 1.9. Questi autori hanno 
infatti cristallizzato la proteina in diverse condizioni: in assenza di substrati e di magnesio (apo-
enzima), in presenza di solo Mg
2+
 , in presenza di Mg
2+
 e BeF3 (per mimare la formazione di un 
intermedio enzima-fosfato, Rinaldo-Matthis et al., 2002), in presenza di Mg
2+
 , AlF3 e uridina (per 
mimare il complesso fosfato-enzima-prodotto) ed in presenza di 
Mg
2+
 e di UMP / CMP. In quest’ultimo caso il cristallo ottenuto 
era complessato al nucleoside corrispondente al substrato formato. 
Il BeF3 (e analogamente AlF3) è un composto utilizzato in 
cristallografia per mimare lo stato di transizione in enzimi 
fosforilati a livello di un residuo di aspartato (Bitto et al., 2006; 
Amici et al., 2005). Rispetto alla forma apo-enzimatica, il legame 
del Mg
2+
 induce una rotazione di 70° del gruppo ossidrilico di 
Asp49 (anche Asp238 ruota di 15°), posizionando il carbossile in 
una posizione ottimale per l’attacco al substrato. Il secondo 
cambiamento di conformazione avviene verosimilmente dopo 
l’idrolisi del complesso E-P. In questo caso è l’ossigeno 
carbonilico, che non partecipa alla reazione, che si trova spostato 
in posizione opposta rispetto al fosfato. La formazione di questo 
rotamero è accompagnata da un piccolo spostamento (0,5 Å) di Asp49, che lo allontana dal 
magnesio. Questa conformazione dell’aspartato è stabilizzata da legami a idrogeno con le catene 
laterali di Thr53 e Asp242, due residui estremamente conservati nella superfamiglia delle HAD 
(Figura 1.9 e Figura 1.6).  
Sono note due condizioni patologiche associate ad un malfunzionamento o ad una deficienza di 
hP5N-1. In un primo caso il difetto è ereditario e risulta come anemia emolitica non sferocitica 
(NHA), condizione in cui si osserva un massiccio accumulo di derivati fosforilati di citosina e 
uridina ed emolisi. Pazienti omozigoti per una forma mutata della cN-III, inattiva o con attività 
nettamente ridotta, sviluppano questa patologia. Sono note 4 distinte mutazioni missenso della 
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hP5N-1 associate a queste manifestazioni cliniche: D98V, L142P, N190S e G241R. Una deficienza 
acquisita di hP5N-1 si osserva nel caso dell’avvelenamento da piombo, il Pb(II) inibisce infatti la 
proteina e la sintomatologia è tanto più severa quanto maggiore è il livello di Pb(II) nel sangue. 
Nelle forme acute la sindrome presenta caratteristiche comune alla NHA e a livello molecolare è 
caratterizzata da massiccio accumulo di nucleotidi pirimidinici (Bitto et al., 2006). 
Manifestazioni correlate all’assenza di cN-III sono state osservate solo negli eritrociti, dimostrando 
il ruolo critico dell’enzima in queste cellule. Inoltre, pazienti caratterizzati sia dall’assenza della  
cN-III che da una forma mutata di emoglobina E (β26 Glu-Lys) sviluppano una grave anemia 
emolitica (Bianchi and Spychala, 2003; Hunsucker et al., 2005). La cN-III è infine identica a p36, 
una proteina indotta dall’interferone α associata con la formazione di inclusioni in cellule 
mononucleate di sangue periferico e cellule endoteliali in pazienti affetti da lupus erimatoso 
sistemico o AIDS (Hunsucker et al., 2005).  
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Figura 1.10: Struttura della cdN umana 
(giallo) sovrapposta al mutante D12N della 
cdN murina (viola) in presenza di dUMP 
(Walldén Rinhaldo-Matthis et al., 2007). 
1.1.2.3 5’(3’)-deossiribonucleotidasi citosolica (cdN) 
La 5’(3’)-deossiribonucleotidasi citosolica è una proteina dimerica con subunità di 23,4 kDa ed è 
responsabile della maggior parte dell’attività desossiribonucleotidasica nelle cellule umane. Il gene 
per la cdN è localizzato sul cromosoma 7q25.321-23 e il suo mRNA è espresso in modo ubiquitario 
nei tessuti umani, con una maggior attività dell’enzima riscontrata nel pancreas (Hunsucker et al., 
2005; Bianchi and  Spychala, 2003). 
La cdN è in grado di idrolizzare sia i ribo- che i desossiribonucleotidi ed è molto attiva anche nei 
confronti dei nucleotidi 2’/3’- fosfato. L’enzima idrolizza preferenzialmente i nucleotidi di uracile o 
timina ma non è attivo nei confronti di dCMP. La cdN è attiva anche nei confronti di dIMP e dGMP 
(81% dell’attività con dUMP). L’enzima è dipendente dal Mg2+ per la sua attività e ha un optimum 
pH di 6,0/6,5 per dUMP e di 5,5-/7,5 per 3’-UMP. È stato osservato che l’enzima purificato da 
eritrociti umani possiede attività fosfotransferasica nei confronti di dUrd e dThd; questa attività 
però non è stata riscontrata né per la cdN purificata dalla placenta umana né per la cdN murina 
ricombinante (Rampazzo et al., 2000). L’attività 5’-nucleotidasica della cdN è inibita da dIno, dUrd 
e da Pi, mentre i dNTP e l’ATP non hanno effetto. L’attività 3’ nucleotidasica aumenta in presenza 
di dGMP, dTMP, dUMP, dIMP, cosa che suggerisce l’esistenza di un sito di legame per i dNMP 
diverso dal sito attivo; questa attività (3’-nucleotidasica) è inoltre favorita da dIno e dGuo 
(Hunsuker et al., 2005).   
La cdN è stata cristallizzata (Walldén, Rinhaldo-Matthis 
et al., 2007), e come si può osservare in Figura 1.10 la 
proteina forma dimeri. In ciascuna subunità è evidente il 
core domain formato dal dominio di Rossman a 6 
filamenti β paralleli circondato da entrambi i lati da α 
eliche, ed un cap domain formato da un fascio di 4 
eliche. Il cap domain forma una tasca 
idrofobica/aromatica che coordina la base del nucleotide 
substrato, mentre i residui importanti per la catalisi, così 
come il sito di legame del Mg
2+, si trovano all’interfaccia 
tra core e cap domain, sulle anse di connessione tra gli 
elementi del motivo di Rossman. La struttura è 
estremamente simile a quella della mdN (rmsd media di 
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0,65 Å), risolta qualche anno prima e presentata nel prossimo paragrafo. La somiglianza è 
giustificata da un 52% di identità di sequenza ed avvalora l’ipotesi che i due enzimi derivino da un 
evento di duplicazione genica (Walldén, Rinahldo-Matthis et al., 2007). 
In culture di cellule umane ove la cdN è stata sovraespressa è stato misurato un aumento 
nell’escrezione di deossiribonucleosidi pirimidinici, principalmente di deossiuridina. La cdN è stata 
quindi identificata come una nucleotidasi partecipante ai cicli del substrato per i 
desossiribonucleotidi, assieme alle desossinucleotidi chinasi, principalmente la timidina chinasi 
TK1 (Gazziola et al., 2001). In aggiunta al ruolo fisiologico nella regolazione dei pools di dNTP, 
ciò può influenzare l’efficacia terapeutica di analoghi di nucleosidi pirimidinici utilizzati in terapie 
antivirali ed antitumorali. Il primo step nell’attivazione di questi profarmaci è la fosforilazione ad 
opera di deossinucleotide chinasi. Se il nucleotide monofosfato così ottenuto è un buon substrato 
per la cdN esso viene defosforilato, diminuendo la concentrazione della forma attiva del farmaco e 
riducendo così l’efficacia del trattamento. E’ stato osservato, in cellule trattate con diversi 
profarmaci (analoghi di nucleosidi), che i principi attivi hanno diversa stabilità, ad esempio la 3’-
azido-2’,3’-dideossi timidina monofosfato è più stabile rispetto alla zidovudina (dideossi-4-
timidina) monofosfato, probabilmente a causa della differente affinità che ha per essi la cdN. E’ 
quindi di primaria importanza la comprensione della base strutturale del riconoscimento del 
substrato di questo enzima (Walldén, Rinaldo-Matthis et al., 2007).  
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Figura 1.11: Struttura dimerica della mdN 
(Res 1.8 Å, PDB ID: 1mh9) con la timidina 
legata nel sito attivo. In grigio è rappresentato 
lo ione magnesio (Rinaldo-Matthis et al., 
2002). 
1.1.2.4    5’(3’) desossiribonucleotidasi mitocondriale (mdN) 
La 5’(3’) desossiribonucleotidasi mitocondriale è strettamente correlata alla cdN ed è una proteina 
dimerica di 23 kDa, localizzata nella matrice mitocondriale. L’enzima è in grado di idrolizzare i 
desossiribonucleotidi monofosfato primidinici dUMP e dTMP, ed è attivo anche nei confronti dei 
corrispondenti nucleotidi 2’/3’-monofosfato. L’enzima non è attivo nei confronti di (d)CMP e, a 
differenza della cdN, dei nucleotidi monofosfato purinici. L’optimum pH di questo enzima è 
5,0/5,.5 (Hunsucker et al., 2005; Bianchi and Spychala, 2003).  
Il gene codificante per la mdN si trova sul cromosoma 17p11.2 e la sequenza ha il 52% di omologia 
con quella codificante per la cdN, suggerendo che le due forme si siano originate per duplicazione 
genica. L’enzima funziona come dimero di 23kDa, e nei tessuti umani il mRNA per la cdN è 
ubiquitario, con una maggiore espressione in cuore, cervello e muscolo scheletrico.  
La mdN è stata cristallizzata (Rinaldo-Matthis et al., 2002) 
e questo studio ne conferma la struttura dimerica e 
l’appartenenza alla superfamiglia delle HAD. La proteina 
mostra un core domain ed un cap domani connessi da due 
loops (Figura 1.11) . Il domino maggiore (blu in figura) 
presenta il motivo α/β di Rossmann; quello minore (giallo) 
è costituito da un fascio di quattro eliche, inserito tra il 
filamento β1 e l’elica α5 del domino maggiore. Le due 
subunità del dimero interagiscono a livello di un’interfaccia 
idrofobica e di un β-foglietto formato dal legame fra i 
filamenti β3 delle due subunità. Il sito attivo si trova in una 
tasca tra i due domini, con i residui cataliticamente attivi 
esposti sulle anse del motivo di Rossman e contiene un sito 
di legame per il Mg
2+
. Il legame con il nucleoside avviene 
nel dominio minore, ove l’interazione con i residui degli aminoacidi esposti è responsabile della 
specificità dell’enzima per i suoi substrati (Rinhaldo-Matthis et al; 2002).  
E’ interessante notare come l’analisi strutturale possa far luce sulle specificità di substrato della 
mdN e della cdN. In entrambi gli enzimi il sito di legame della base del nucleotide presenta due 
ammidi della catena principale che formano un ambiente favorevole alla formazione di legami a 
idrogeno con il carbonile presente in posizione 4 delle basi di dUMP e dTMP, ma sfavorevole al 
legame del gruppo amminico presente nella stessa posizione del dCMP.  
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Figura 1.12: Rappresentazione del 
sito attivo della cdN murina legata a 
dGMP (turchese), sovrapposto alla 
struttura della mdN complessata a 
dGMP  (Walldén, Rinhaldo-Matthis  
et al., 2007). 
Inoltre, per spiegare la differente specificità della cdN (attiva 
anche nei confronti di dGMP e dIMP) rispetto alla mdN si 
osservi la Figura 1.12. In turchese è rappresentata la cdN, in 
violetto la mdN, entrambe complessate con dGMP
1
. Il sito di 
legame della base del nucleotide presenta nella cdN una tirosina 
ed una leucina, che vanno a sostituire due triptofani della mdN. 
Studi biochimici (Rinhaldo-Matthis et al., 2002) hanno mostrato 
come la formazione di un legame a idrogeno tra il fosfato D43 
(D14 nella mdN) sia richiesto per la catalisi. In figura si può 
notare come il fosfato legato al dGMP si trovi, nella mdN, ad 
una distanza non permissiva per questo legame. Questo fatto, 
unito alla presenza di una tasca di legame di dimensioni minori e 
con minori possibilità di formare legami a idrogeno, potrebbe spiegare la scarsissima efficienza 
della mdN nei confronti dei nucleotidi 6-ossipurinici (l’attività misurata è infatti inferiore all’1% di 
quella misurata con il substrato ottimale dell’enzima. Walldén et al., 2007).  
La mdN è importante fisiologicamente per la regolazione dei pools di (desossi)ribonucleotidi 
mitocondriali, in particolare di dTTP, proteggendo il genoma mitocondriale dagli effetti mutagenici 
di un accumulo di questo nucleotide. Analogamente a quanto accade per la cdN, si pensa che la 
mdN formi un ciclo del substrato con la timidina chinasi mitocondriale. La mdN riveste poi un 
particolare interesse clinico per la possibilità di defosforilare analoghi dei nucleotidi usati nella 
terapia anti-HIV, minimizzandone la tossicità mitocondriale che attualmente è il principale 
problema di questi trattamenti (Rinaldo-Matthis et al., 2003; Walldén, Rinaldo-Matthis et al., 2007; 
Hunsucker et al., 2005).  
 
 
 
 
 
                                                 
1
 più precisamente in figura sono rappresentati i mutanti D12N e D41N di entrambe le nucleotidasi. Per ottenere un 
cristallo della nucleotidasi complessata con il suo substrato infatti è necessario mutare in modo non conservativo il 
residuo di aspartato cataliticamente attivo (il primo del motivo I). Altrimenti, la proteina è attiva nelle condizioni di 
cristallizzazione e converte efficacemente tutto il substrato in prodotto. Questo problema è stato osservato da autori 
diversi e ricorre per tutte le 5’ nucleotidasi la cui struttura sia nota (cN-III, cdN, mdN, cN-II).   
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1.3 LA 5’-NUCLEOTIDASI CITOSOLICA DI TIPO II  (cN-II) 
 
1.3.1 ESPRESSIONE E DISTRIBUZIONE TISSUTALE 
La cN-II è un enzima la cui presenza è stata descritta per la prima volta da Itoh et al. (1967, 1968) 
nel fegato di alcuni vertebrati. Successivamente la sua presenza è stata documentata in mammiferi 
(ratto, pollo, vitello, uomo), uccelli, pesci, anfibi (rana), invertebrati (Artemia), piante e batteri 
(Zimmermann, 1992; Bretonnet et al., 2005; Ipata and Tozzi, 2006). Un enzima simile alla cN-II 
dei mammiferi è stato inoltre purificato dal lievito S. cerevisiae, anche se esso presenta una 
specificità di substrato più ristretta e vi sono differenze nella regolazione (Itoh, 1994)  
Nell’uomo un’elevata attività della cN-II è stata misurata in tessuti con un elevato turnover di acidi 
nucleici e/o sintesi del DNA come fegato, testicoli, milza e cellule linfoblastoidi, mentre presenta 
attività molto minore nel muscolo scheletrico e negli eritrociti (Galmarini et al., 2003b; Ipata and 
Tozzi, 2006; Allegrini et al., 1997). 
Il gene codificante per la cN-II si trova sul cromosoma 10q24.32 e il suo mRNA è espresso in modo 
ubiquitario. Analisi di Northern Blot sull’mRNA umano per la cN-II in diversi tessuti mostrano la 
presenza di una singola banda di 3,6 kb (Careddu et al., 2008; Galmarini et al., 2003b).  
La cN-II è stata clonata nel 1994 da Oka e colleghi, ed è stato osservato un altissimo grado di 
conservazione della sequenza aminoacidica della proteina. Essa infatti presenta un’omologia del 
98% con le 5’-nucleotidasi citosoliche specifiche per IMP di altre specie di mammifero, del 66% 
con quella di Drosophila e del 51% con C. elegans (Hunsucker et al., 2005). La sequenza 
aminoacidica dell’enzima umano presenta inoltre un’omologia del 99,5% con quella bovina, da cui 
differisce soltanto per due sostituzioni conservative (treonina al posto della serina 2 e valina al 
posto dell’isoleucina 335) e per un glutammato aggiuntivo al terminale carbossilico (Allegrini  et 
al., 1997). Quest’altissimo grado di conservazione e la sua espressione ubiquitaria suggeriscono che 
la cN-II giochi un ruolo fondamentale nella cellula. 
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1.3.2 ATTIVITÀ E MECCANISMO CATALITICO 
La cN-II è un enzima bifunzionale dotato di attività nucleotidasica e fosfotransferasica. In entrambi 
i casi avviene l’idrolisi del fosfato di un nucleoside monofosfato 6-idrossipurinico, che forma con 
l’enzima un intermedio covalente. Il fosfato può quindi essere soggetto ad un attacco nucleofilo da 
parte di una molecola d’acqua (attività fosfatasica) oppure di un nucleoside accettore (attività 
fosfotransferasica, PHT), come illustrato nella Figura 1.13. Nel primo caso si ha la liberazione di 
fosfato inorganico, nel secondo del nucleoside monofosfato formatosi. 
 
 
Condizioni fisiologiche di attivatori e di pH favoriscono l’attività PHT, tale attività dipende però 
strettamente dalla presenza di un nucleoside accettore quale l’inosina, che è inoltre un attivatore 
dell’enzima (Pesi et al., 1994). Ciò suggerisce un meccanismo di reazione dove l’idrolisi 
dell’intermedio fosforilato rappresenta lo stadio limitante la reazione, e dove un sito attivo 
parzialmente idrofobico spiega la preferenza dell’enzima per l’inosina rispetto all’acqua. In 
presenza di inosina il fosfato viene ceduto a questa piuttosto che all’acqua e l’enzima agisce come 
fosfotransferasi.  
I migliori substrati dell’enzima sono i (desossi) ribonucleotidi 6-ossipurinici, in particolare IMP (Km 
0,1 mM, Pesi et al., 1994), dIMP, dGMP, GMP, XMP (Pesi et al., 1994; Banditelli et al., 1996; 
Barsotti et al., 2005). L’enzima è poco attivo nei confronti di AMP, e in questo caso la cinetica è 
sigmoide invece che iperbolica come nel caso di IMP e GMP (Bretonnet et al., 2005). Come 
accettori del fosfato l’enzima preferisce Ino (Km 1 mM Banditelli et al., 1996), dIno e Guo, esso 
inoltre è in grado di fosforilare analoghi dei nucleosidi purinici e in particolare è l’unica attività 
cellulare nota in grado di fosforilare la 2’3’-didesossiinosina (Banditelli et al., 1997). 
La formazione di un intermedio covalente enzima-fosfato, la presenza dei tre motivi conservati 
caratteristici delle HAD, la dipendenza dal Mg
2+
 ed alcune caratteristiche strutturali (descritte nel 
Paragrafo 1.2.4) sono la dimostrazione dell’appartenenza della cN-II alla superfamiglia delle 
aloacido dealogenasi.  
Figura 1.13: Attività nucleotidasica 
(in alto) e fosfotransferasica (in 
basso) della cN-II. (d)N1MP e 
(d)N2MP: (desossi) nucleoside 
monofosfato 1 e 2. (d)N1 e (d)N2: 
(desossi)nucleoside 1 e 2. E: enzima, 
Pi: fosfato, E.P: intermedio covalente 
enzima-fosfato. 
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Figura 1.14: Allineamento dei 
tre motivi conservati delle HAD.  
Modificato da Walldén et al., 
2007 
I caratteri generali di questa superfamiglia sono stati descritti nel 
Paragrafo 1.1.2. Per quanto riguarda i tre motivi conservati, essi 
sono illustrati in Figura 1.6 e richiamati sommariamente in Figura 
1.14. Il primo motivo nella cN-II è rappresentato dalla sequenza 
D(52)MDYT, il primo aspartato è quello su cui avviene il legame  
covalente del fosfato; mutazioni conservative e non di entrambi gli 
aspartati aboliscono completamente l’attività catalitica. Mutazioni 
a livello di tutti gli altri residui di questo motivo influenzano 
fortemente l’efficienza catalitica dell’enzima. Il secondo motivo è 
rappresentato dalla T249, sostituzioni conservative e non di questo 
aminoacido hanno gli stessi effetti della sostituzione della tirosina 
chiave del motivo II in altri membri della famiglia delle HAD e 
nella mdN. Per quanto riguarda il motivo III, K292 è stata 
identificata come il residuo basico responsabile per stabilizzare 
l’intermedio della reazione, mentre i due aspartati caratteristici del 
motivo sono D351 e D356. Mutazioni in questi residui causano un aumento della K50 per Mg
2+
 , in 
accordo con l’ipotesi che siano importanti per la coordinazione di questo ione. Per quanto riguarda 
l’aspartato 351, anche la mutazione conservativa D351E aumenta la K50 di più di 15 volte. E’ quindi 
essenziale per la cN-II che in queste due posizioni siano presenti residui di aspartato, infatti anche 
sostituzioni conservative causano la perdita di attività dell’enzima, a differenza di quanto avviene in 
altri membri delle HAD (Allegrini et al., 2004).  
La formazione dell’intermedio covalente D52-fosfato è 
stata dimostrata incubando la cN-II in presenza di 
[
32
P]IMP e bloccando rapidamente la reazione. 
Un’elettroforesi ha rivelato la presenza di una banda 
proteica, corrispondente alla cN-II, marcata con [
32
P]. 
(Baiocchi et al., 1996). Per dimostrare il ruolo 
fondamentale dell’aspartato 52, l’intermedio fosforilato, 
difficile da studiare perché instabile, è stato stabilizzato 
con il metodo di Degani e Boyer. L’enzima, incubato con 
IMP, viene trattato con [
3
H]NaBH4 (Allegrini et al., 2001), 
che va a ridurre l’intermedio fosforilato e a formare un 
derivato idrossimetilico radiomarcato. L’enzima viene quindi denaturato, sottoposto a elettroforesi e 
digerito con tripsina. I derivati della digestione vengono poi separati mediante HPLC e ne viene 
Figura 1.15: Rappresentazione schematica del 
sito attivo della cN-II (Allegrini et al., 2004). 
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misurata la radioattività. In questo modo D52 è stato identificato come il residuo legante il fosfato. 
Un’ulteriore conferma viene dallo studio di mutanti ove D52 o D54 sono sostituiti con glutammato 
o alanina. Nessuno di questi mutanti ha infatti attività catalitica e solo l’enzima wild-type, incubato 
in presenza di [
32
P]IMP, rapidamente bloccato e sottoposto ad elettroforesi, origina una banda 
radioattiva.  
Nella Figura 1.15 è schematizzato il sito attivo ipotizzato per la cN-II (Allegrini et al., 2004; Ipata 
and Tozzi, 2006). Il meccanismo catalitico proposto prevede l’attacco nucleofilo di D52 al fosfato 
del nucleotide substrato dell’enzima. L’aspartato 54 è invece coinvolto nel legame di uno ione 
Mg
2+
, necessario per stabilizzare l’intermedio fosforilato. Per la coordinazione del Mg2+ sono 
inoltre importanti i già citati D351 e D356, mentre M53 sembra necessaria per il corretto 
posizionamento dei residui di aspartato. Y249 e K292 sono infine importanti per stabilizzare 
l’intermedio fosforilato. Questa struttura del sito attivo e la formazione dell’intermedio covalente 
enzima fosfato sono state confermate dallo studio cristallografico di Walldén e colleghi, come verrà 
discusso nel Paragrafo 1.2.4.  
Tra le 5’-nucleotidasi citosoliche, la cN-II e la cN-III sono le uniche ad essere dotate di attività 
fosfotransferasica. Come si può notare dall’allineamento riportato in Figura 1.14, entrambe queste 
proteine presentano una tirosina (invece che una valina) come quinto residuo del Motivo I, ed un 
residuo relativamente ingombrante dopo il secondo aspartato di questo motivo (invece che una 
glicina, come nella maggior parte dei membri della superfamiglia). E’ stato quindi ipotizzato che 
questi due residui possano essere coinvolti nell’attività fosfotransferica della cN-II e pertanto sono 
stati costruiti i mutanti Y55G e T56V (Pesi et al., 2010). I risultati ottenuti con la caratterizzazione 
di questi mutanti mostrano che la tirosina in posizione 55 è effettivamente importante per la PHT: la 
sostituzione della Tyr55 con una glicina porta ad un forte aumento del rapporto attività 
nucleotidasica / PHT.   
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1.3.3 REGOLAZIONE 
L’attività della cN-II è regolata in modo complesso da ATP, ADP, Pi, Ap4A, BPG, polifosfati, KCl 
e dalla carica energetica; il fosfato inorganico è l’unico inibitore conosciuto mentre gli altri sono 
attivatori. Come discusso nel paragrafo precedente, l’inosina esercita un effetto attivatorio sulla  
cN-II, favorendo il trasferimento del gruppo fosfato e aumentando quindi anche la velocità di 
idrolisi del NMP. L’enzima necessita inoltre della presenza dello ione Mg2+ , di condizioni riducenti 
e di un pH intorno alla neutralità per la sua attività.  
 
1.3.3.1 Dipendenza dal Mg2+ 
Come più volte accennato, l’enzima è Mg2+ - dipendente e questo ione è importante per coordinare 
il legame del gruppo fosfato nel sito attivo. La K50 per il magnesio è 2 mM (Pesi et al., 1994), in 
presenza di Mg
2+
 10 mM l’idrolisi di IMP presenta un profilo iperbolico, sigmoide invece a 
concentrazioni più basse (Bretonnet et al., 2005) . Per l’AMP invece l’andamento sigmoide della 
reazione è indipendente dalla presenza di magnesio. Un effetto analogo a quello del Mg
2+
 è 
esercitato da cationi divalenti come Co
2+
, Ni
2+
, Mn
2+
. Concentrazioni 2 mM di questi cationi 
portano rispettivamente al 60, 40 e 11% dell’attività misurata in presenza di magnesio.  
 
1.3.3.2 Attivatori e Inibitori 
Per quanto riguarda attivatori ed inibitori della cN-II, si ritiene che in condizioni fisiologiche 
l’enzima sia modulato principalmente da ATP e da Pi. L’enzima ha infatti una K50 per l’ATP di       
1 mM e una Ki per il fosfato di 2 mM; le concentrazioni fisiologiche dei due composti sono 
rispettivamente 4,5  mM e 5 mM. La concentrazione fisiologia di ADP è inferiore alla K50 e lo 
stesso vale per il BPG, con l’unica eccezione degli eritrociti. La bassa concentrazione intracellulare 
di inosina fa sì che l’enzima agisca prevalentemente come nucleotidasi, mentre in presenza di 
elevate concentrazioni di inosina e fosfato l’attività preponderante diventa la PHT  
Studi cinetici indicano che l’ATP (e verosimilmente anche gli altri composti fosforilati) stabilizzano 
una forma dell’enzima con un’elevata Kcat, senza sostanziali alterazioni della Km, per i substrati. Al 
contrario, il Pi stabilizza una forma con un’alta Km per i substrati, senza modificare la Kcat. In 
presenza sia di ATP che di Pi, è stata osservata una forma con alta Km ed elevata Kcat (Pesi et al., 
1994; Pesi et al., 2010).  
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Tabella 1.2: Caratteristiche delle due forme della cN-II 
Prima di analizzare nel dettaglio le proprietà regolatorie della cN-II occorre discutere 
dell’identificazione di due forme dell’enzima, la forma A e la forma B, in quanto differiscono per la 
risposta agli attivatori ADP e BPG (2,3-bisfosfoglicerato). Entrambe le forme reagiscono con 
anticorpi diretti contro la  cN-II, sono presenti in differenti preparazioni purificate e non e sono 
stabili per diversi mesi. Possono 
essere distinte per comportamento 
elettroforetico, cromatografico e 
caratteristiche regolatorie. Le due 
forme hanno diverso peso molecolare, 
59 kDa per la forma A e 54 kDa per 
la forma B. È possibile separarle con 
una cromatografia di affinità su  
ADP-agarosio: la forma a maggior 
peso molecolare non si lega all’ADP-
agarosio, a differenza di quella a 
basso peso molecolare (Pesi et al., 
1998). Uno studio effettuato sulla  
cN-II ricombinante (identica alla forma A) ha evidenziato a livello di Arg526 un sito di taglio per la 
trombina; la digestione origina una proteina di 54 kDa con le stesse caratteristiche della forma B. Le 
due forme potrebbero quindi essere messe in relazione ad un taglio proteolitico al C-terminale 
(Allegrini et al., 2004).  
Le caratteristiche delle due forme sono riassunte nella Tabella 1.2. Le principali differenze si hanno 
nella risposta agli attivatori ADP e BPG. In primo luogo la forma A è attivata in misura maggiore 
da entrambi i composti. Né l’ADP né il BPG modificano l’affinità dell’enzima per i substrati, 
mentre ne aumentano la Vmax. Le due forme hanno la stessa affinità per l’ADP (K50 di circa 2mM) 
ma la forma A ha maggiore affinità della B per il BPG, le rispettive K50 sono infatti 0,29 e 0,9 mM 
(Pesi et al., 1998). Nella forma B della cN-II, ma non nella forma A, è stato osservato un 
sinergismo tra gli effetti di ADP e BPG. Il BPG abbassa la K50 dell’ADP a 0,7 mM, cioè a 
concentrazioni più vicine a quelle fisiologiche. A sua volta, l’ADP abbassa la K50 del BPG a               
0,17 mM. Entrambi questi attivatori normalmente sono presenti nella cellula in concentrazioni 
troppo basse per poter esercitare un effetto sull’attività della cN-II, il sinergismo osservato, tuttavia, 
abbassa sensibilmente la concentrazione necessaria affinché l’ADP e il BPG possano influenzare 
l’attività enzimatica. Un caso particolare è rappresentato dagli eritrociti, in cui la concentrazione di 
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BPG è 4-5 mM, e dove quindi questo composto gioca un ruolo importante nella regolazione 
dell’enzima (Pesi et al., 1996; Pesi et al., 1998). 
L’ATP è un attivatore di entrambe le forme con una K50 di circa 2 mM, se però per la forma B gli 
effetti di ATP, ADP e BPG sono additivi, per la forma A sono additivi solo gli effetti di ADP-BPG 
e ATP-BPG ma non di ADP-ATP, facendo supporre per quest’ultima forma un comune sito di 
legame per ADP e ATP (Pesi et al., 1998; Pesi et al., 1994). Le Km di Ino e IMP non sono alterate 
dalla presenza di ATP, mentre la Vmax risulta aumentata di 8 volte per l’attività nucleotidasica e di 
15 per quella fosfotransferasica (Pesi et al., 1994). L’ATP protegge l’enzima dall’inattivazione 
termica, dall’azione della tripsina e del reagente K di Woodward, ma in quest’ultimo caso la 
protezione esercitata dall’attivatore è rimossa dal Mg2+ che presumibilmente aumenta l’accessibilità 
del sito attivo (Bretonnet et al., 2005; Allegrini et al., 2001). 
Alte concentrazioni di KCl (500 mM) possono sostituire l’effetto dell’ATP come attivatore (Pesi et 
al., 1994; Spychala et al., 1999), al posto del KCl possono essere utilizzati altri sali, come NH4Cl, 
NaCl, CH3COONH4, per cui l’effetto potrebbe essere riconducibile alla forza ionica.  
Il Pi è l’unico inibitore conosciuto dell’enzima, con una Ki di 2 mM. Il fosfato aumenta la Km IMP 
di 24 volte e quella per l’inosina di 4 volte. La Vmax per l’attività fosfotransferasica non viene 
alterata in modo significativo mentre quella dell’attività nucleotidasica aumenta di 2-3 volte. 
L’inibizione esercitata dal Pi può essere parzialmente rimossa dalla presenza di ATP e, in misura 
minore, dall’ADP. L’ATP in concentrazione 4 mM rimuove infatti l’85% dell’inibizione esercitata 
dal fosfato, mentre un’analoga concentrazione di ADP nelle stesse condizioni rimuove il 40% 
dell’inibizione (Pesi et al., 1994).   
Un altro attivatore dell’enzima è la diadenosina tetrafosfato, Ap4A (Pinto et al., 1986; Johnson and 
Fridland, 1989; Itoh, 1994; Marques et al., 1998). L’Ap4A attiva la cN-II con una K50 micromolare 
(83 µM), dello stesso ordine di grandezza della sua concentrazione fisiologica, e ciò suggerisce che 
le variazioni di tale composto possano modulare l’attività della cN-II. I nucleosidi tetrafosfati sono 
considerati dei segnali molecolari sia a livello extracellulare che intracellulare; sono implicati in 
molti meccanismi molecolari dal differenziamento all’apoptosi (ad esempio in alcune linee cellulari 
umane è stato osservato che durante l’apoptosi l’Ap4A cresce e l’Ap3A decresce, Vartanian et al., 
1999). Uno studio effettuato su cN-II purificata dal cervello di ratto evidenza gli effetti di composti 
adenilici simili all’Ap4A (Marques et al., 1998). La sostituzione di una molecola di adenosina con 
un altro nucleoside purinico, come nei composti Ap4G, Ap4X e Ap4I, riduce solo parzialmente 
l’effetto attivatorio dell’Ap4A. Questo è invece ridotto completamente dalla sostituzione 
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dell’adenosina con un nucleoside pirimidinico (Ap4U, Ap4C) o dalla modificazione dell’anello 
adenilico e/o del suo terminale 3’idrossilico (eteroadenosina, 2’3’-dideossiadenosina). Oltre alla 
molecola di adenosina, per l’attivazione è importante la lunghezza della catena di fosfati: Ap5A e 
Ap6A attivano l’enzima, anche se in misura minore rispetto all’Ap4A, mentre Ap2A e Ap3A non 
attivano. Le sole catene di polifosfato sono anch’esse in grado di attivare la cN-II, se contengono 
18, 19 o 20 gruppi fosfato. Questi polifosfati attivano con K50 micromolare e stimolano l’attività 
enzimatica di 6-7 volte (Marques et al., 1998).  
Il decavanadato infine è un derivato dell’ortovanadato che attiva la cN-II a concentrazioni 
nanomolari, mentre ha un effetto inibitorio su altre fosfoidrolasi. L’effetto attivatore del 
decavanadato è analogo ma non additivo a quello esercitato dal BPG, per cui è stato proposto che i 
due attivatori si leghino nello stesso sito (Pesi et al., 1996). 
Alcuni autori hanno proposto che la presenza di ATP e Pi possano influenzare il grado di 
aggregazione della cN-II, guidando la formazione di un tetramero cataliticamente attivo (Spychala 
et al., 1999). E’ stato ampiamente dimostrato con analisi cromatografiche che la cN-II esiste in una 
forma tetramerica attiva indipendentemente dalla presenza nel mezzo di ATP o Pi. Inoltre, 
esperimenti di light scattering confermano che la presenza di attivatori o inibitori non porta ad 
alcun cambiamento dello stato di aggregazione dell’enzima (Pesi et al., 2010). 
 
1.3.3.3 pH e ambiente riducente 
La cN-II presenta un differente optimum pH per la reazione nucleotidasica (circa 6,4) e per quella 
fosfotransferasica (7,2) , indicando che la PHT è favorita anche dall’ambiente cellulare (Baiocchi et 
al., 1996).  
Per la completa attività dell’enzima è necessaria la presenza nel mezzo di un agente riducente quale 
il ditiotreitolo (DTT, Pesi et al., 1994). Nel paragrafo precedente sono state descritte le due forme 
della cN-II, ed è solo la forma A ad essere dipendente, per la completa attività, dalla presenza nel 
mezzo del DTT. Il taglio proteolitico a livello di R526 genera una proteina insensibile ad DTT e con 
le stesse caratteristiche regolatorie della forma B. Questa differenza può essere messa in relazione 
con la rimozione della C547, che se presente, può formare  un ponte disolfuro con C175, rendendo 
l’enzima inattivo. La perdita di questa cisteina e del ponte disolfuro che seguono al taglio 
proteolitico renderebbero l’enzima insensibile all’azione del DTT (Bretonnet et al., 2005; Allegrini 
et al., 2004). La cN-II infatti possiede 8 cisteine; in condizioni fisiologiche 6 di esse sono in forma 
ridotta mentre due, C175 e C547, sono unite da un ponte disolfuro, la cui presenza è stato 
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dimostrata con analisi di spettrometria di massa MALDI-TOF (Allegrini et al., 2004). Analizzando 
la struttura cristallina dell’enzima, discussa nel paragrafo 1.2.4, si nota la presenza di 7 cisteine in 
forma ridotta, mentre la C547 non è presente nella proteina cristallizzata (Walldén et al., 2007).  
La presenza delle due forme con differenti sensibilità al DTT potrebbe essere un caso di regolazione 
intrasterica ossido-riduttiva, dove una regione dell’enzima agisce come substrato per un secondo 
enzima che ne modifica la struttura e quindi l’attività (Bretonnet et al., 2005).  
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Tabella 1.3: Parametri cristallografici utilizzati per la determinazione delle strutture e per il loro rifinimento (Walldén 
et al., 2007). 
1.3.4 STRUTTURA 
La cN-II è una proteina di 561 aminoacidi del peso molecolare 51-62 kDa, a seconda della specie da 
cui viene purificata e dal processo stesso; la massa molecolare ricavata per gel-filtrazione è 165-256 
kDa e ciò suggerisce per l’enzima una struttura omotetramerica. Numerose evidenze biochimiche 
supportano l’ipotesi che la cN-II abbia questa struttura quaternaria, e che in questa forma la proteina 
sia cataliticamente attiva (Ipata and Tozzi, 2006; Pesi et al., 2010).  
La struttura cristallina della cN-II è stata parzialmente risolta nel 2007 da Walldén e colleghi 
(Walldén et al., 2007), ad una risoluzione di 1.5-2.0 Å. Per ottenere il cristallo, gli autori hanno 
espresso in Rosetta2DE cell i residui 1-536 della proteina, che è stata poi purificata e cristallizzata 
in una soluzione di 1,8 M di MgSO4, 0,1 M TRIS pH 8,5, 50  mM PO4
2-
. Il cristallo è stato ottenuto 
con il metodo della goccia pendente e la struttura è stata risolta ricavando la fase dalla struttura 
cristallina della IMP-specific nucleotidase di Legionella pneumofila precentemente risolta (PDB ID: 
2BDE), avente un’omologia di sequenza del 32% con la cN-II. In questo modo è stato possibile 
risolvere in modo univoco gli aminoacidi 3-400 e 417-488.  
I dati così ottenuti hanno gettato una luce iniziale su quella che potrebbe essere la struttura di questo 
enzima; sia Rcryst che Rfree del cristallo indicano inoltre come il modello proposto si adatti bene ai 
dati sperimentali per la porzione risolta. I parametri cristallografici sono riportati nella Tabella 1.3.  
 
Le strutture depositate su PDB sono tre: la proteina in condizioni native, cioè in presenza di Mg
2+
 e 
di fosfato (ID 2j2c); la proteina in presenza di Mg
2+,
 fosfato e adenosina (ID 2jc9) e la proteina in 
presenza di Mg
2+
, fosfato e BeF3. Il BeF3 è usato per mimare la presenza di un intermedio covalente 
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Figura 1.17: A) Overall structure della cN-II (PDB 2j2c) in presenza di solfati  (rosso e 
giallo), magnesio (verde), e adenosina (arancione). B) Mutante D41N della mdN con  dUMP 
(arancione) e magnesio (verde) legato del sito attivo (PDB 1Z4I). C) mP5N-1 con fosfato 
(arancione) e magnesio (verde) nel sito attivo (PDB  2G09).(Modificata da Walldén et al., 
2007) 
Figura 1.16: Struttura tetramerica della cN-II 
(Walldén et al., 2007). 
enzima-fosfato, come precedentemente documentato nella risoluzione di altre nucleotidasi 
appartenenti alla superfamiglia delle HAD (Amici et al., 2005; Rinaldo-Matthis et al., 2002; Bitto et 
al., 2006), mentre l’adenosina è stata utilizzata per identificare gli ipotetici siti effettori dell’enzima.  
Analizzando la struttura della proteina in forma nativa si osserva che essa cristallizza come 
tetramero, avvalorando ulteriormente l’ipotesi di una 
struttura omotetramerica. Nel cristallo sono state 
identificate un’interfaccia A di contatto tra i monomeri 
ed una interfaccia B di contatto tra i dimeri (Figura 
1.16). Per capire come siano disposti i monomeri nel 
cristallo se ne consideri uno solo: ogni subunità 
adiacente corrisponde ad una sua rotazione di 180° 
rispetto all’interfaccia di contatto. Nel singolo 
monomero (riquadro A in Figura 1.17) della cN-II 
sono ben evidenti il core domain comprendente il 
motivo di Rossman ed il cap domain, analogamente a quanto osservato per la cN-III, la mdN e la 
cdN. Tuttavia nella stessa figura si nota quanto la cN-II appaia più complessa rispetto alle altre 
nucleotidasi (riquadro B e C in Figura 1.17). Il core domain è colorato in blu e turchese, e per la 
cN-II è formato 
da un foglietto 
beta ad otto 
filamenti ed otto 
α-eliche (invece 
che sei), e 
presenta 
ulteriori 5 α-
eliche (α2, α13, 
α14, α15, α16) e 
loops. Questo 
dominio 
possiede, sulle anse di collegamento tra i filamenti, gli aminoacidi dei motivi conservati delle HAD. 
Il cap domain, in figura in giallo ed arancione, è formato da un fascio di 4 α-eliche, simile al 
dominio che nella mdN e nella cdN lega la base del nucleotide. Sono poi presenti due β-foglietti 
antiparalleli (in arancione in figura), formati rispettivamente da 3 e 5 filamenti β, un’α-elica 
(formante una classica forcina beta in uno dei due foglietti) e due loops. E’ evidente che 
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Figura 1.18: Fo-Fc omit map del 
sito attivo della cN.II con =4. 
(Walldén et al., 2007)  
 
Figura 1.19: A) sovrapposizione della cN-II (giallo, blu, 
arancione, turchese) con la mdN (verde) + dGMP B) 
particolare del sito attivo in cui si evidenzia il legame del 
dGMP in verde (Modificata da Walldén et al., 2007).  
strutturalmente la cN-II appartiene alla superfamiglia delle HAD, ma è altresì evidente come questa 
struttura, sebbene non completa, sia più complessa rispetto a quella delle altre nucleotidasi. 
Il sito attivo si trova all’interfaccia tra i due domini; a livello di 
anse del core domain si trovano gli aminoacidi dei motivi I, II, III 
delle HAD. Nel paragrafo 1.2.2 è stata presentata la struttura del 
sito attivo proposta alla luce di numerosi studi biochimici.  Il 
lavoro di Walldèn e colleghi conferma questa ipotesi, come si 
osserva nella omit map riportata in Figura 1.18, dove si osserva il 
trifluoruro di berillio covalentemente legato a D52, il primo 
aspartato del motivo I.  
Non disponendo di un cristallo della cN-II complessata ad un suo 
substrato, l’ipotetico sito di legame di questo è stato dedotto dalla sovrapposizione della struttura 
dell’enzima con la mdN complessata a dGMP (Figura 1.19). In questo modo è stato ipotizzato che i 
residui D206, R202, N158 e H209 prendano contatto con la base guanilica, che F157 prenda parte a 
interazioni apolari con essa e che T210 e K215 
leghino i gruppi 2’ e 3’ idrossilici del ribosio. I 
residui R202 e N158 potrebbero essere 
responsabili della specificità dell’enzima per i 
nucleotidi 6-ossipurinici, impedendo il legame 
di dAMP/AMP. E’ interessante riflettere sulla 
sottile distinzione che l’enzima deve essere in 
grado di fare tra i suoi substrati (nucleotidi 6 
ossi purinici monofosfato) ed alcuni suoi 
attivatori  (nucleotidi adenilici di/tri 
fosforilati). Le sole differenze tra essi sono la 
presenza di un gruppo aminico piuttosto che un cabossile in posizione 6’ dell’anello ed il numero di 
fosfati legati, e su queste differenze dovrà basarsi la diversa capacità di legame nei diversi siti. 
Per quanto riguarda i siti effettori dell’enzima, sulla base dei siti di legame delle molecole di 
adenosina Walldén e colleghi hanno identificato un ipotetico sito effettore 1 ed un ipotetico sito 
effettore 2. A livello dell’ipotetico sito effettore 1 (Figura 1.20), una molecola di adenosina si lega 
in modo ordinato occupandolo completamente, come è evidente nella omit map riportata in figura. 
Essa si trova tra F354 e I152, e forma legami a idrogeno con Q453, N154 e diverse molecole 
d’acqua. Vicino al terminale 5’idrossilico della molecola di adenosina, i residui aminoacidici R456 
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Figura 1.20: Fo-Fc omit map con = 4.5 
del sito effettore 1 (Walldén et al., 2007) 
e R144 sono implicati nel legame di uno ione solfato, utilizzato da Walldén e colleghi per mimare il 
legame del fosfato. Ciò indicherebbe il sito effettore 1 come possibile sito di legame per i nucleotidi 
adenilici.  
La Figura 1.21 mostra come il sito effettore 1 sia sovrapposto all’interfaccia A. (in figura, gli 
aminoacidi 154, 152, 354, 453 sono riportati come sticky in verde, i residui 456, 144, 362 457, di  
 
 
cui sotto, come sticky in rosso e la superficie proteica in rosso corrisponde all’interfaccia A). 
L’ipotesi di Walldén è che i residui R456, R144, K362 e Y457 di entrambe le subunità formino una 
tasca dove potrebbe avvenire il legame di gruppi fosfato di nucleotidi adenilici Questi autori 
ipotizzando che Ap4A e BPG possano legarsi a ponte tra due subunità dell’enzima, favorendone 
l’aggregazione. Le due molecole di adenosina dell’Ap4A potrebbero legasi ciascuna su una diversa 
subunità, e analogamente i gruppi fosfato del BPG potrebbero interagire coi residui R144, Y457 e 
K362 di due subunità adiacenti.  
Studi biochimici (Pesi et al., 2010) sui mutanti N154D, I152D, Y115A e D369D e R144E 
confermano la presenza a questo livello di un sito di legame per i nucleotidi adenilici, in particolare 
il sito sembrerebbe specifico per ADP e Ap4A piuttosto che per l'ATP. E’ interessante notare come 
il mutante N154D sia parzialmente attivo anche in assenza di attivatori, e come tutti questi composti 
abbiano poco effetto su di esso (entità di attivazione di 2-3 volte rispetto alle 12 del WT). Questo 
mutante è parzialmente attivo anche in assenza di Mg
2+
, da cui il WT è strettamente dipendente. ciò 
potrebbe essere dovuto alla vicinanza, ed alla possibile interazione, di N154 con D351. 
Analogamente, anche il mutante D369A, a livello di interfaccia A, aumenta l’affinità dell’enzima 
per il Mg
2+. E’ quindi interessante notare la posizione di questo sito effettore, che presenta una zona 
di legame alla base del nucleotide adiacente al sito di legame del Mg
2+
 (cofattore dell’enzima e 
localizzato nel sito attivo) mentre la zona di legame del fosfato si trova sull’interfaccia A. 
 
Figura 1.21: Sito effettore 1 (verde) ed 
interfaccia A (rosso). In grigio e bianco 
due subunità della cN-II  (PDB: 2jc9) 
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Figura 1.22: rappresentazione degli elementi 
di struttura secondaria del cristallo del 
mutante D52N della cN-II. Tesi di dottorato di 
K. Walldén, 2008. 
Figura 1.23: Possibile meccanismo di attivazione della cN-II. a 
sinistra è rappresentato il sito attivo dell’apoproteina, a destra 
l’Ap4A (giallo) legata nel sito effettore e dGMP (magenta) nel sito 
attivo.  Tesi di dottorato di K. Walldén, 2008. 
Dalla tesi di dottorato di Walldén è possibile ricavare alcune interessanti osservazioni (non 
pubblicate) sulla risposta della cN-II agli effettori. Walldén ha cristallizzato in diverse condizioni la 
variante D12N della cN-II, scelta per la già citata 
impossibilità di ottenere cristalli delle 5’ nucleotidasi 
intracellulari WT complessate al substrato (si veda a 
pagina 20), ed ha osservato che in presenza di 10 mM di 
Mg
2+
 e 10 mM di substrato il cristallo ottenuto non 
presenta legati né il magnesio né il substrato (questo stato 
è denominato dall’autrice apo-proteina). I due composti si 
trovano complessati all’enzima soltanto in presenza di un 
attivatore. Paragonando la struttura dell’apo-proteina con 
quella in presenza di attivatore/ attivatore e substrato, si 
osservano alcuni interessanti cambiamenti strutturali. Nel 
complesso enzima-attivatore è presente una α-elica ben 
strutturata, che appare disordinata nell’apo-proteina, e che 
l’autrice indica come “HELIX A” (si veda in Figura 
1.22). Questa elica comprende l’aspartato 356 del motivo III delle HAD. L’apo-proteina ed il 
complesso attivatore-substrato presentano 
differenti legami idrogeno, a seguito del 
legane dell’attivatore si hanno dei 
cambiamenti strutturali volti a 
stabilizzare il sito attivo: Phe354 ruota 
disponendosi fuori dal sito attivo, mentre 
Asp356 vi entra. Anche la Lys292 
(motivo III) cambia posizione, 
avvicinandosi a quello che sarà il sito di 
legame del magnesio. La presenza di un 
attivatore adenilico  stabilizza questa 
conformazione e l’HELIX A che ne deriva, interagendo con la Lys362 e con la Phe354. 
Stabilizzando questa conformazione posizionerebbe Asp356 e Lys292 in modo tale da permettere la 
coordinazione del Mg
2+
, si veda a questo proposito la Figura 1.23 .  
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Figura 1.24: Fo-Fc omit map con   
= 3 del sito effettore 2. (Walldén et 
al., 2007) 
 
Questa osservazione è interessante anche alla luce della caratterizzazione del mutante N154D, 
parzialmente attivo in assenza di attivatori e di Mg
2+
. Potrebbe quindi essere verosimile che il sito 
effettore 1 sia importante per il corretto posizionamento nel Mg
2+
 nel sito attivo.  
Nel sito effettore 2 presentato da Walldén e colleghi, una 
molecola di adenosina si lega in modo meno ordinato rispetto 
al sito effettore 1, come è evidente dalla omit map riportata in 
Figura 1.24. I residui H428, M432, M436 e due molecole 
d’acqua formerebbero legami idrogeno con la molecola di 
adenosina, localizzata tra F127 e H428. I residui R129, R131, 
R134, R446, K140 coordinerebbero due ioni solfato (e quindi 
verosimilmente due fosfati).  
Gli studi biochimici di cui sopra (Pesi et al., 2010) mettono in 
dubbio l’effettiva presenza a questo livello di un sito effettore, 
sulla base della caratterizzazione dei mutanti M436W, 
M436V, F127E, H428. Mutazioni su due residui coinvolti nel 
legame dell’adenina (M436 e F127) non hanno modificato la risposta dell’enzima agli effettori, con 
l’eccezione di un’alterazione della K50 per Ap4A del mutante M436V, mentre il mutante H428D è 
risultato insensibile all’effetto di tutti gli attivatori noti. Si potrebbe inoltre osservare, nella struttura 
cristallina riportata, che non solo la densità elettronica dell’anello del ribosio appare assolutamente 
disordinata, ma anche che i due solfati legati sono parecchio distanti dalla presunta posizione del 
ribosio. La distanza minima misurata tra l’ossigeno del terminale 5’ossidrilico dell’anello e il 
solfato è 12Å. La stessa distanza è dimezzata a livello di sito effettore 1.  
Analizzando l’interfaccia A, Walldén e colleghi la descrivono formata da 53 residui, di cui 19 
formano legami idrogeno e 4 formano ponti salini con i residui dell’altra subunità. Le coppie di 
aminoacidi implicate in questi ponti salini sembrano essere D145-R363, R363–D145, R442–G487, 
G487-R442, dove il primo residuo di ciascuna coppia appartiene ad una subunità ed il secondo 
all’altra.  
La caratterizzazione funzionale di mutanti della cN-II su residui appartenenti all’interfaccia A 
(Y115, D396A, F36R, da Pesi et al., 2010) rivela come in un caso (F36R) la proteina risultante sia 
inattiva, mentre negli altri casi ne risulta alterata la risposta agli effettori ADP e Ap4A. Questo 
risultato confermerebbe indirettamente l’ipotesi che il sito effettore 1 , molto vicino all’interfaccia 
A, sia specifico per questi composti.  
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L’interfaccia B consiste invece di 28 residui di cui 8 formano legami a idrogeno, e in questo caso 
non sono stati osservati ponti salini. Essa è stata proposta come punto di contatto tra dimeri 
dell’enzima. (Walldén et al., 2007). Mutazioni in residui localizzati su questa interfaccia originano 
delle proteine in cui è stata osservata, mediante analisi cromatografiche, una forma dimerica attiva 
dell’enzima (Pesi et al., 2010).  
Per completare la descrizione strutturale dell’enzima è necessario accennare ad alcuni problemi 
della struttura cristallina. In primo luogo alla proteina espressa (e quindi cristallizzata) da Walldén e 
colleghi mancano i 25 aminoacidi C-terminali. Questi aminoacidi comprendono una “coda” C-
terminale, formata da 13 cariche negative (DEDDDEEEEEEEE), il cui ruolo sulla regolazione e 
sull’aggregazione dell’enzima è controverso (Spychala et al., 1999; Allegrini et al., 2004). E’ da 
notare che la proteina cristallizzata è priva della C547, la cui importanza è stata discussa nel 
paragrafo 1.2.3.3. Data l’importanza che questa cisteina ed il C-terminale della proteina potrebbero 
avere nella regolazione dell’enzima e probabilmente nella struttura dei siti effettori è quantomeno 
ragionevole aspettarsi che il cristallo così ottenuto non possa fornire una spiegazione esaustiva della 
complessa regolazione della cN-II. In secondo luogo una zona non indifferente della proteina non è 
risolta: non sono stati risolti gli aminoacidi da 400 a 417 e gli ultimi 48 aminoacidi, dal 487 (un Asp 
localizzato a livello di interfaccia A/sito effettore 1) al 536. L’analisi del B-factor della proteina 
(Figura 1.25) mostra come la parte risolta sia relativamente rigida, con la principale eccezione delle 
due eliche “esterne”. Il gap presente tra queste due, corrispondente alla zona 400-417, 
probabilmente è dovuto all’eccessiva mobilità degli aminoacidi qui compresi, che non ne ha 
permesso la risoluzione.  
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 1.25: Analisi del B factor della proteina: A) PDB ID:2j2c  B) PDB ID 2jc9. in questa 
immagine è stato colorato per B-factor un solo monomero, Il cerchio indica gli aminoacdi 
mancanti tra le due eliche colorate in rosso, mentre la freccia indica la pozione di D487.  La 
scala va da blu (flessibilità molto ridotta) a rosso (residui altamente mobili).  
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cN-II
cN-II
cN-II
Figura 1.26: Vie metaboliche di sintesi, recupero 
e degradazione dell’IMP. 
1.2.5   RUOLI FISIOLOGICI 
L’ampia distribuzione della cN-II unita alla grande 
conservazione dell’enzima e alla sua complessa 
regolazione fanno immediatamente pensare ad un suo 
importante ruolo fisiologico. Vi sono numerosi studi 
biochimici che hanno cercato di mettere in relazione le 
due attività note della cN-II (nucleotidasica e 
fosfotransferasica) con i possibili substrati fisiologici. 
Le proprietà cinetiche e regolatorie dell’enzima fanno 
ipotizzare che in condizioni fisiologiche esso agisca 
prevalentemente come nucleotidasi (Paragrafo 1.2.3.2) 
nei confronti di (d)IMP. E’ stato ipotizzato che il ruolo 
della cN-II sia l’idrolisi dell’eccesso di IMP (derivante 
da vie di sintesi de novo o di recupero) in condizioni di 
elevata carica energetica; in condizioni ischemiche invece l’attività dell’enzima decresce, 
prevenendo così la perdita di nucleotidi purinici (Careddu et al., 2008; Ipata and Tozzi, 2006; 
Barsotti et al., 2004). L’IMP ha un ruolo cruciale nel metabolismo dei nucleotidi purinici, come è 
rappresentato in Figura 1.26: nelle vie di recupero è il punto di partenza per la sintesi di AMP e 
GMP, nonché un punto cruciale per la degradazione ad acido urico. Per la sua capacità di agire in 
questa complessa via metabolica, la cN-II potrebbe avere un ruolo cruciale non solo nella 
regolazione di IMP ma anche degli altri nucleotidi purinici.  
Tutte le 5’-nucleotidasi sono conivolte in cicli del substrato 
importanti per il mantenimento dei pools di nucleotidi e 
nucleosidi. Per quanto riguarda la cN-II, essa partecipa al 
ciclo delle ossipurine (IMP e GMP) , rappresentato in 
Figura 1.27, necessario per la regolazione dei livelli non 
solo dei nucleotidi 6-ossipurinici, ma anche quelli di PRPP e 
ribosio-1-fosfato, importanti per le vie si sintesi e recupero 
di purine e pirimidine. In questo ciclo la controparte della 
cN-II non è una nucleoside chinasi, come in altri cicli del 
substrato, ma la PNP (purina nucleoside fosforilasi), che 
scinde l’inosina o la guanosina prodotte dalla cN-II in ipoxantina o guanina e ribosio-1-fosfato. 
Queste basi puriniche sono quindi substrati della ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi 
 Figura 1.27: Ciclo delle ossipurine (Ipata 
e Tozzi, 2006).   
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(HGPRT) assieme al fosforibosilpirofosfato (PrPP) producendo il nucleoside purinico monofosfato 
(IMP o GMP) e il pirofosfato inorganico. È la modulazione dell’attività della cN-II ad opera di ATP 
e Pi a regolare la velocità del ciclo e quindi la disponibilità di PRPP, R1P e il destino dell’anello 
purinico del nucleoside. Per quanto riguarda il PRPP, in condizioni fisiologiche, e quindi con un 
basso rapporto [Pi]/[ATP], la cN-II funziona alla sua massima velocità e il livello di PRPP è basso. 
In cellule in ischemia il rapporto [Pi] / [ATP] si inverte e PRPP si accumula, disponibile per vie di 
sintesi e/o di recupero delle purine (Ipata and Tozzi, 2006).  L’IMP, in condizioni di elevata carica 
energetica, viene idrolizzato dalla cN-II con produzione di inosina; questa viene convertita, ad 
opera della PNP e della xantina ossidasi, in acido urico, che viene escreto. In condizioni di bassa 
carica energetica la cN-II non è attiva, e ciò previene la perdita dell’anello purinico. 
Il GMP può essere regolato dalla cN-II sia direttamente, nel ciclo delle ossipurine, sia 
indirettamente regolando la quantità di IMP disponibile. Il GMP è infatti sintetizzato a partire 
dall’IMP grazie all’azione dell’IMP-deidrogenasi e della guanilato sintetasi.  
La cN-II può inoltre partecipare alla regolazione dei pools intracellualri dei nucleosidi / nucleotidi 
adenilici, come evidenzia uno studio eseguito con estratti di cervello di ratto (Barsotti et al., 2004; 
Ipata and Tozzi, 2006). L’AMP, derivante dall’ATP, può essere catabolizzato secondo due vie, il 
“pathway dell’adenosina” e il “pathway dell’IMP” (Figura 1.28). 
Nel primo caso la cN-IA idrolizza l’AMP a Ado, l’adenosina 
deaminasi quindi la converte in inosina. Nel secondo caso l’AMP è 
deaminato a IMP dall’adenilato deaminasi, che a questo punto 
diventa substrato della cN-II. Non bisogna dimenticare che la cN-II 
è regolata proprio dall’ATP. In presenza di 3,6 mM di ATP, l’AMP 
da esso derivato viene catabolizzato secondo la via dell’IMP, senza 
quindi portare a un accumulo di adenosina (l’adenosina disponibile, 
1µM, viene anabolizzata a AMP, ADP, ATP). A concentrazioni 
inferiori di ATP (0,5 mM), l’AMP prodotto segue invece la via 
dell’adenosina, con accumulo di questa, di inosina e di ipoxantina, 
spiegando l’apparente paradosso secondo cui si ha una maggiore 
produzione di adenosina a partire da una minore concentrazione di 
ATP. 
Non bisogna poi dimenticare che la cN-II è in grado di svolgere 
un’attività fosfotransferasica, favorita da condizioni fisiologiche di 
attivatori e pH ma limitata dalla disponibilità di un accettore del 
Figura 1.28: Vie del catabolismo 
dell’ATP nel cervello di ratto.  
1 adenilato chinasi, 2 adenilato 
deaminasi, 3 cN-II, 4 purina 
nucleoside fosforilasi, 5 cN-1, 6 
adenosina deaminasi (da Ipata e 
Tozzi, 2006).  
                  Introduzione 
 
39 
gruppo fosfato (Paragrafo 1.2.2). L’attività PHT della cN-II sembra fondamentale per il recupero 
dei nucleosidi Ino e Guo, che non sono substrati di nessuna chinasi cellulare (Barsotti et al., 2004). 
E’ stato poi mostrato come la cN-II sia responsabile del recupero della xantosina, un terzo 
nucleoside purinico, che non viene metabolizzato da nessuna chinasi cellulare e non partecipa al 
ciclo delle ossipurine. Piuttosto, essa viene fosforilata dalla cN-II a XMP; il destino della XMP è 
principalmente quello di essere convertita in GMP, grazie alla GMP sintetasi, e successivamente in 
GDP e GTP.  Se è vero che possibile ottenere XMP direttamente da IMP grazie alla IMP 
deidrogenasi, è anche vero che in presenza di xantosina e di ATP viene seguita un’altra via. La 
xantosina è infatti substrato della cN-II e l’ATP è un attivatore sia di questa che della guanilato 
sintetasi.(Barsotti et al., 2004).   
La cN-II è particolarmente attiva in cellule in attiva sintesi e/o con un alto turnover di acidi nucleici 
e loro precursori. Essa potrebbe essere responsabile della produzione di dIMP a partire da dIno, 
seguita dall’interconversione a dAMP e dGMP, evitando così l’attività della ribonucleotide reduttasi 
(Ipata and Tozzi, 2006).   
Una strategia molto usata in biologia molecolare per gettare luce sul ruolo di una proteina prevede 
la sovraespressione o il silenziamento della stessa: dall’analisi degli effetti su sistemi modello si 
hanno importanti indizi sul possibile ruolo fisiologico di tale proteina. Per quanto riguarda la cN-II 
sono stati tentati e sono tuttora in fase di studio entrambi gli approcci, e si spera che soprattutto il 
silenziamento possa portare a informazioni utili e risolutive sul ruolo fisiologico di questo enzima.  
Rampazzo e colleghi hanno sovraespresso la cN-II nella linea cellulare umana HEK 293T (cellule 
epiteliali di rene embrionale umano). Stranamente la transfezione di queste cellule con un plasmide 
presentante la sola sequenza codificante per la cN-II (ossia la ORF e 83 nucleotidi a monte di 
questa) non porta a cloni stabili. Questo risultato è stato ottenuto con l’inserimento nel plasmide di 
una regione di 1490 nucleotidi a valle del codone di stop (e della GFP come proteina di fusione). 
Gli autori evidenziano l’impossibilità di ottenere una sovraespressione superiore a 10 volte i livelli 
basali della proteina, ed ipotizzano pertanto un possibile effetto tossico dell’sovraespressione della 
cN-II. I cloni positivi ottenuti mostrano un lieve squilibrio nei pools dei ribonucleosidi e 
deossiribonucelosidi monofosfato, che risultano diminuiti del 20% circa; questo lieve squilibrio 
colpisce tutti i pools allo stesso modo, contrariamente alle aspettative. (Rampazzo et al., 1999). 
Questo risultato, sebbene non conclusivo, sembra comunque a favore di un ruolo fisiologico della 
cN-II nel metabolismo dei nucleotidi. Successivamente nella linea cellulare 293T è stato inserito un 
plasmide presentante il gene per la cN-II posto sotto controllo di un promotore inducibile (Gazziola 
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et al., 2001). In questo caso è stato osservato che alla sovraespressione della cN-II è associata una 
maggiore escrezione di inosina e guanosina, ma non di deossiribonucleosidi o di adenosina, 
confermando la specificità dell’enzima ed il suo possibile ruolo nel metabolismo di IMP e GMP. 
L’inattività nei confronti dei deossiribonucleosidi (dGMP), ipotizzano gli autori, potrebbe essere 
dovuta alla bassa concentrazione di dGMP e dalla Km più elevata per questo composto. 
Il secondo approccio volto a chiarire i ruoli fisiologici di questo enzima è quello del silenziamento 
mediato da RNAi (Denli et al., 2003; Careddu et al., 2008). Sono noti molti disturbi neurologici 
associati al metabolismo purinico (Camici et al., 2010), facendo pensare che questi composti 
abbiano un ruolo chiave nel sistema nervoso centrale. Come sistema modello per lo studio della   
cN-II sono pertanto state scelte cellule di astrocitoma umano (ADF) e cellule L2 di Rattus 
norvegicus. Queste cellule sono state transfettare con un sistema adenovirale portante uno shRNA 
disegnato da Careddu e colleghi, che si lega all’mRNA della cN-II in posizione 661. Il sistema 
costruito è in grado di silenziare la proteina in modo costitutivo. Si osserva una evidente riduzione 
dell’mRNA della cN-II dopo 53 ore dall’infezione e dell’attività enzimatica dopo ulteriori 17 ore. 
Un primo risultato ottenuto è una significativa riduzione della vitalità cellulare, sia nelle cellule 
ADF che nelle L2, suggerendo che la cN-II sia importante per la sopravvivenza cellulare. Inoltre è 
stato dimostrato che la riduzione dell’attività della cN-II porta ad apoptosi, sono infatti evidenti sia 
l’attivazione della caspasi 3 che alterazioni morfologiche delle cellule. E’ interessante notare come, 
anche in questo caso, non vi siano alterazioni significative dei pools di nucleosidi e nucleotidi o 
della carica energetica (Careddu et al., 2008).Se da questo studio è evidente che la cN-II sia 
essenziale per la sopravvivenza cellulare, non è però ancora chiaro per quale motivo il 
silenziamento della cN-II sia letale per la cellula.  
Vi sono infine alcune osservazioni che supportano l’idea di un importante ruolo fisiologico della 
cN-II. La prima considerazione riguarda la sua grande conservazione (Paragrafo 1.2.1), ed è 
interessante osservare come non siano mai stati descritti in letteratura, organi privi della cN-II 
(Careddu et al., 2008).  
Una seconda considerazione riguarda la struttura dell’enzima, o almeno la porzione risolta. Come 
discusso nel Paragrafo 1.2.4, essa ricorda quella delle altre 5’-nucleotidasi cellulari ma colpisce per 
la maggiore complessità, che potrebbe essere accentuata una volta risolta la parte mancante della 
struttura.   
E’ poi curioso notare come sia la sovraespressione che il silenziamento della proteina sembrino 
essere letali per la cellula, e come una iperattività della proteina sia associata a condizioni 
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patologiche. Questo aspetto verrà discusso nel prossimo paragrafo, L’IMPORTANZA CLINICA 
DELLA cN-II.  
In conclusione, al momento presente cercare di far luce sul  ruolo della cN-II equivale ad 
aggiungere tasselli  a un puzzle per adesso largamente incompleto. 
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1.2.6 INTERESSE CLINICO 
La cN-II ha un notevole interesse clinico, dovuto in primo luogo al coinvolgimento dell’enzima in 
disturbi neurologici dovuti a difetti del metabolismo purinico, quali la sindrome di Lesch-Nyan. In 
secondo luogo è importante la capacità dell’enzima di metabolizzare, e quindi di attivare o 
inattivare, analoghi di nucleosidi/nucleotidi usati come antivirali e antitumorali. Più controverso è 
infine il ruolo della cN-II nelle neoplasie ematologiche: sembra infatti che una diversa espressione 
della cN-II sia collegata o ad una resistenza ad agenti chemioterapici da essa modificati, o al 
fenotipo più severo di alcune leucemie.   
 
1.2.6.1 La sindrome di Lesch-Nyhan  
La sindrome di Lesch-Nyhan (LN) è un disturbo metabolico e neurologico collegato all’assenza 
dell’ipoxantina-guanina fosforibosiltransferasi (HGPRT), enzima di cui è già stato trattato nel 
Paragrafo 1.2.4. Oltre a gravi difetti metabolici, collegati alla mancanza di un enzima essenziale 
per le vie di recupero delle purine, i pazienti riportano gravi disturbi neurologici quali 
autolesionismo, coreoatetosi e ritardo nello sviluppo psico-motorio, le cui basi molecolari non sono 
attualmente note. In globuli rossi di pazienti affetti da sindrome di LN sono stati misurati elevati 
livelli di 5’-amino-4 imidazolocarbamide riboside 5’-monofosfato (AICAM o ZMP), intermedio 
della via biosintetica de novo dei nucleotidi e precursore dell’IMP. Il suo accumulo in cellule prive 
di sintesi proteica de novo, quali sono gli eritrociti, può essere spiegato ipotizzando un aumentato 
tasso di questa vie in altri tessuti. Lo ZMP, defosforilato da enzimi cellulari a Z-riboside, diventa 
libero di diffondere nei globuli rossi dove può venire nuovamente fosforilato.  
In eritrociti di pazienti affetti da LN è stata misurata un’iperattitvà della cN-II, ed è stato dimostrato 
che essa è in grado di defosforilare lo ZMP a Z-riboside, in vitro, con un efficienza che è il 40% di 
quella misurata nelle stesse condizioni per l’IMP. Inoltre, l’attività della cN-II è modulata dal BPG, 
presente ad alte concentrazioni nei globuli rossi legato preferenzialmente alla deossiemoglobina. 
Nei tessuti periferici è quindi possibile un accumulo di ZMP, mentre in presenza di ossiemoglobina 
il BPG è rilasciato e va ad attivare la cN-II; lo Z-riboside prodotto può quindi lasciare le emazia e 
diffondere in altri tesuti (Pesi et al., 2000).  
L’effetto dell’iperattività della cN-II potrebbe essere un accumulo di Z-riboside; e ne sono pertanto 
stati studiati gli effetti in due modelli di cellule nervose, le linee cellulari HN9 (derivata 
dall’ippocampo di embrioni di topo) e SH-SY5Y (derivata dal neuroblastoma umano). In entrambi i 
casi è stato dimostrato che lo Z-riboside è in grado di indurre apoptosi. L’iperproduzione di questo 
nucleoside, conseguente a un iperattività della cN-II, potrebbe avere effetti devastanti sulle cellule 
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Figura 29: Analoghi di nucleosidi substrati della cN-II. 
 
 
nervose anche in vivo, contribuendo alla genesi dei disturbi neurologici osservati in pazienti affetti 
da sindrome di Lesch-Nyan. (Pesi et al., 2000). 
 
1.2.6.2 Azione della cN-II su farmaci antivirali ed antitumorali  
Molti analoghi di nucleosidi sono farmaci inattivi come tali ma attivi nella forma trifosfato; una 
volta somministrati in forma inattiva, essi sono in grado di entrare nella cellula grazie ai 
trasportatori dei nucleosidi; qui vengono fosforilati ad opera delle nucleoside chinasi delle vie di 
recupero. La cN-II può intervenire in due modi in questo percorso: defosforilando la forma 
monofosfato, impedendo così l’accumulo del metabolita attivo, oppure fosforilando l’analogo del 
nucleoside, compiendo così il primo passo nella sua attivazione. La studio delle attività 
nucleotidasica e PHT, così come della struttura della cN-II, sarà molto probabilmente rilevante della 
comprensione dei meccanismi di resistenza a questi farmaci così come per lo sviluppo di nuovi 
chemioterapici. 
 
La cN-II umana ricombinante purificata è in grado di scindere i seguenti composti: 5-
fluorodeossiuridina monofosfato (FdUMP), 3'-azido-3'-deossi timidina monofosfato (AZTMP), 2-
cloro 2’ deossi adenosina monofosfato (CdAMP), 9-β-arabinofuranosilguanina monofosfato 
(araGMP), (E)-5-(2-bromovinil)-2’ deossi uridina (BVdUMP) e 2’3’ dideossi citosina monofosfato 
(ddCMP), anche se ad un tasso nettamente minore di quello dell’IMP (1-11%, Mazzon et al., 2003). 
      
La cN-II è poi in grado di fosforilare alcuni analoghi dei nucleosidi, quali 2’3’-didesossiinosina, 
acyclovir e ribavirina (Figura 29, riquadro A).  
La 2’3’-didesossiinosina (ddIno) è utilizzata nella terapia contro il virus dell’HIV, verso il quale 
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svolge un’azione molto potente e selettiva. Nelle cellule infette (linfociti e i monociti/macrofagi), la 
ddIno inibisce infatti la trascrittasi inversa e quindi compromette la replicazione virale. La cN-II 
catalizza il primo passo nell’attivazione della ddIno, fosforilandola con una Km di circa 0,5 mM 
(Johnson and Fridland, 1989). Anche analoghi della ddIno, come la ddGuo ed il carbovir, sono 
substrati dell’enzima.  
Un altro substrato della cN-II è l’acyclovir (acicloguanosina, ACV), un agente antivirale utilizzato 
nella terapia contro l’Herpes simplex virus. In teoria solo le cellule infette, che possiedono quindi 
una specifica timidina chinasi virale, dovrebbero essere in grado di fosforilare questo composto ad 
ACV-monofosfato. Successivi passaggi ad opera di chinasi cellulari lo convertono nella forma 
attiva, in grado di inibire la sintesi del DNA. In pazienti trattati con ACV però, tracce di 
fosforilazione di questo composto sono state trovate anche in cellule “sane”; ed è stato dimostrato 
che il farmaco è substrato della cN-II. La fosforilazione dell’ACV è inibita in modo competitivo 
dall’inosina ed è ben poco efficiente (corrisponde al 2-5% del tasso di idrolisi dell’IMP), ma è 
sufficiente a spiegare la piccola quantità di acyclovir fosforilato in cellule non infettate e quindi la 
tossicità generale del farmaco (Keller et al., 1985).  
La cN-II è poi in grado di catalizzare la fosforilazione e quindi l’attivazione, della ribavirina (1-(β-
D-Ribofuranosil)-1H-1,2,4-triazol-3-carbossamide), un analogo dei nucleosidi purinici che è 
attualmente l’unico farmaco antivirale attivo contro virus sia a DNA che a RNA. Essa è usata nel 
trattamento di infezioni croniche del virus dell’epatite C, di infezioni da virus del sincizio 
respiratorio e nel caso del virus del vaiolo. I metaboliti attivi sono i derivati fosforilati della 
ribavirina, che svolgono diverse funzioni. La RMP (rimavirina monofosfato) inibisce la HGPRT, 
portando a scompensi nel metabolismo dei nucleotidi, in particolare di GMP e GTP; RDP e RTP 
(ribavirina difosfato e ribavirina trifosfato) agiscono come inibitori di diverse RNA polimerasi 
virali; RTP può essere utilizzata dalla guanilil-transferasi al posto del GTP, portando alla 
produzione di cap anomali. Inoltre la RTP può agire come mutageno se incorporato nel DNA, in 
quanto la ribavirina può appaiarsi sia con adenina che con citosina. La ribavirina infine è in grado di 
indurre una risposta immunitaria cellulo-mediata, contribuendo alla distruzione delle cellule infette. 
L’azione pleiotropica di questo composto è confermata dal fatto che attualmente non è stata 
osservata alcuna resistenza a questo farmaco; tuttavia esso causa gravi effetti collaterali, prima tra 
tutti una forma di anemia emolitica dovuta all’accumulo di suoi metaboliti fosforilati nei globuli 
rossi. In vitro, la fosforilazione della ribavirina è catalizzata sia dalla cN-II che dall’adenosina 
chinasi. La Km dell’adenosina chinasi per questo farmaco è però molto alta, 0,54 mM, e la 
fosforilazione avviene con un efficienza molto bassa. La cN-II in vitro è in grado di catalizzare la 
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fosforilazione della ribavirina con una Km  micromolare (88 µM), e l’efficienza catalitica è molto 
maggiore di quella dell’adenosina chinasi. La cN-II, piuttosto che l’adenosina chinasi, potrebbe 
quindi partecipare alla fosforilazione della ribavirina grazie alla sua attività PHT. L’attività 
nucleotidasica dell’enzima non ha invece influenza su questo farmaco visto che la ribavirina-MP 
non è substrato dell’enzima. La fosforilazione di ribavirina è stimolata da 2 mM di ATP (anche se 
concentrazioni più elevate sembra abbiano un effetto inibitorio) e da BPG, anche a valori (0,4 mM) 
più bassi della concentrazione presente nei globuli rossi. Ciò lascia supporre che in queste cellule 
l’enzima funzioni alla massima velocità e questa attività possa concorrere all’accumulo di 
metaboliti fosforilati della ribavirina, responsabili, come detto precedentemente, dell’anemia 
emolitica di pazienti in terapia (Wu et al., 2005).  
 
1.2.6.3 Forme croniche ed acute di leucemia. 
Elevati livelli di espressione del mRNA della cN-II sono stati misurati in pazienti affetti da 
leucemia linfocitica cronica (CLL). L’elevata espressione dell’enzima in cellule B e T di questi 
pazienti (Galmarini et al., 2003b) potrebbe essere collegata alla loro resistenza alla 2-
clorodesossiadenosina (2-cdA) e alla fludarabina, entrambi farmaci usati nel trattamento contro la 
CLL. La fludarabina, in particolare, è un substrato della cN-II e la degradazione della fludarabina 
monofosfato è, nei globuli rossi di pazienti CLL, correlata all’attività della cN-II (Bretonnet et al., 
2005).  
Più discusso è il ruolo della cN-II in forme acute di leucemia, principalmente in pazienti affetti da 
leucemia mieloide acuta (AML) e trattati con citarabina (Figura 29 riquadro B). La citarabina  (1-
β-D-arabinofuranosilcitosina, ara-C) è uno degli agenti più attivi contro la leucemia mieloide acuta 
(Galmarini, 2007; Galmarini et al., 2003a,b; Yamauchi et al., 2009), essa all’interno della cellula 
viene fosforilata dalla deossicitidina chinasi (dcK) e successivamente da altre chinasi cellulari fino a 
ara-CTP. Questo composto interagisce direttamene con la DNA polimerasi α bloccando la sintesi 
del DNA e inducendo le cellule ad andare in apoptosi. Spesso il trattamento con citarabina
2
 deve 
essere ripetuto, a dosi maggiori in un secondo momento, in quanto la maggior parte dei pazienti è 
soggetta a ricadute. Se la prima linea di trattamento è efficace (porta cioè a completa remissione 
della sintomatologia) nel 70% dei casi, considerando la ricaduta si ha completa remissione nel 30%-
40% dei casi. (Yamauchi et al., 2009). In Figura 30 vi è una rappresentazione schematica del 
presunto metabolismo della citarabina.  
                                                 
2
  i dati riportati si riferisco ad un trattamento standard di ara-C per 7 giorni e daunorubicina per 3 giorni.  
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Galmarini et al. (2003) mostrano come 
elevati livelli di mRNA della cN-II al 
momento della diagnosi siano 
fortemente ed indipendentemente 
collegati ad una maggiore probabilità di 
avere una ricaduta ed a una minore DFS 
(desease free survival) in pazienti 
giovani affetti da AML e trattati con 
citarabina, con analisi singole e 
multivariate. Questo dato è confermato da 
numerosi studi, di questo e di altri gruppi di 
ricerca (Galmarini et al., 2003a; Galmarini 
et al., 2005; Suzuki et al., 2007; Yamauchi et al., 2009). Vi sono poi studi clinici che riportano una 
correlazione della cN-II non solo ad una minore DFS ma anche alla resistenza alla citarabina. 
Partendo dall’osservazione che in pazienti affetti da AML resistenti all’ara-C sono presenti alti 
livelli di espressione della cN-II e bassi livelli per la dCK, uno studio di Galmarini e colleghi 
(Galmarini et al., 2003a) ha mostrato come un elevato rapporto tra i livelli di cN-II / dCK sia 
statisticamente correlato ad una prognosi peggiore e ad una minore aspettativa di vita rispetto a 
pazienti ove il rapporto suddetto è basso. Ciò non dimostra che l’alterata espressione di questi 
enzimi sia la causa della resistenza ad ara-C, perché essa potrebbe implicare sia una mancata 
attivazione di ara-C sia uno squilibrio dei pool dei dNTP, che potrebbe avere di per sé un effetto 
citotossico. È infatti da ricordare che sia la cN-II che la dCK partecipano a cicli del substrato, 
essenziali per la regolazione dei pools di desossiribonucleotidi. (Galmarini et al., 2003a).  
Sebbene carenze nella dCK in linee cellulari tumorali o in blasti di pazienti sia comunemente citata 
come meccanismo di resistenza alla citarabina, la correlazione tra l’espressione di questa e la 
resistenza al farmaco è materia di discussione in quanto in letteratura sono presenti dati contrastanti 
(Suzuki et al., 2007). Lo stesso discorso vale per la cN-II, non è chiaro se interferisca col 
metabolismo della citarabina andando a defosforilare l’ara-CMP (diminuendo quindi la 
concentrazione del metabolita attivo ara-CTP) oppure se l’enzima non agisca su questo composto 
ma piuttosto rifletta lo stato proliferativo delle cellule e sia quindi un marker di una forma più 
severa della patologia. (Galmarini et al., 2005).  
Mazzon e colleghi (Mazzon et al., 2005) riportano che l’ara-CMP in vitro non è un substrato della 
cN-II: l’attività misurata è lo 0,2% di quella in presenza di IMP come substrato (a pH 6,5 e con 2 
Figura 30: Rappresentazione del presunto metabolismo della 
ara-C. dcK, deosiicitidinachinasi, cDA, citosina deaminasi,  
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mM di substrati), facendo pensare che l’enzima non sia direttamente coinvolto nel metabolismo 
della citarabina. (Galmarini et al., 2005). D’altra parte, Yamauchi e colleghi hanno ottenuto una 
correlazione statisticamente significativa tra il rapporto dCK/cN-II e la produzione di ara-CTP in 
blasti di pazienti affetti da AML, inoltre una diminuzione di questo rapporto al momento della 
ricaduta è stata associata ad una minore produzione di ara-CTP negli stessi pazienti. Lo stesso 
risultato è stato ottenuto da questi autori in linee cellulari ara-C resistenti (HL-60/R1 , HL-60/R2 e 
HL-60 R3): una diminuzione di questo rapporto porta ad una minore produzione di ara-CTP 
(Yamauchi et al., 2009). Non è quindi chiaro se la cN-II prenda effettivamente parte al metabolismo 
della citarabina. Inaspettatamente, Galmarini e colleghi hanno osservato anche che una minore 
espressione della cN-III è correlata ad una minore aspettativa di vita in pazienti affetti da AML. 
Una minore espressione della 5’-nucleotidasi citosolica pirimidinica potrebbe portare ad un 
accumulo di questi nucleotidi, principalmente di dCTP, portando ad una minore incorporazione di 
ara-CTP nel DNA, come ipotizzato anche da altri autori (Galmarini et al., 2005; Hunszuker et al., 
2005). Un’altra ipotesi è che la cN-III, piuttosto che la cN-II, sia l’enzima implicato nella 
fosforilazione della ara-C, quindi una minore espressione di questa porterebbe anche ad una minore 
attivazione del farmaco. Non sono però state trovate correlazioni significative tra l’espressione della 
cN-III e la risposta al trattamento con citarabina, ma solamente con la DFS (Galmarini et al., 2005). 
Si potrebbe ipotizzare che l’espressione della cN-II sia correlata, piuttosto che al metabolismo della 
ara-C, ad un fenotipo più aggressivo delle cellule leucemiche, ricordando inoltre che l’enzima è 
normalmente più attivo nei tessuti con un elevato tasso di sintesi di acidi nucleici (Paragrafo 1.2.1).  
La sovraespressione della cN-II potrebbe quindi esssere un marker di un fenotipo più severo 
piuttosto che la causa di una resistenza alla citarabina (Suzuki et al., 2007; Galmarini, 2007). Una 
maggior espressione dell’mRNA della cN-II nei pazienti piuttosto che nei soggetti sani è stata 
misurata da Suzuki et al. anche in soggetti con alto rischio di sindrome mielodisplastica, trattati con 
ara-C analogamente ai pazienti colpiti da AML. Anche in questo caso, una maggiore espressione 
della cN-II è correlata ad una prognosi peggiore.  
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Figura 31: Effetto dello sh661 sull’espressione 
del mRNA di cN-II e GADPH  (Careddu et al., 
2008) . 
 
1.3  SCOPO DELLA TESI 
Da quanto discusso nei due paragrafi precedenti sembra evidente che la cN-II rivesta un ruolo 
fondamentale per la vitalità cellulare. Questo lavoro di tesi si inserisce in un progetto più ampio, 
sulla scia dei risultati di Careddu e colleghi (Careddu et al., 2008), volto a silenziare la cN-II in 
modo inducibile in cellule di astrocitoma umano. Stante il risultato di Careddu, e cioè che il 
silenziamento della cN-II porta alla morte cellulare per apoptosi, ci si chiede ora per quale ragione 
ciò avvenga, e se per la cellula sia letale l’assenza della proteina o di uno dei prodotti delle reazioni 
che catalizza. Un sistema inducibile darà la possibilità di controllare e regolare le condizioni di 
silenziamento, l’entità del medesimo e le dinamiche temporali. In questo modo sarà forse possibile 
investigare le dinamiche e le cause della morte cellulare programmata indotta dal silenziamento 
della cN-II, e sicuramente ciò amplierà le conoscenze attuali sul ruolo fisiologico di questa proteina.  
Prima di discutere di come la presente tesi si inserisca in questo percorso è doveroso accennare al 
sistema virale scelto per bersagliare le cellule con lo short 
harpin silenziante la cN-II. Lo short harpin è stato 
disegnato e saggiato da Careddu e colleghi; il nome 
(sh661) deriva dalla posizione dell’mRNA della cN-II 
ove esso si lega. E’ stato dimostrato che dopo 53 ore 
dall’infezione delle cellule con il vettore il livello di 
espressione dell’mRNA della cN-II è notevolmente 
ridotto rispetto al gene reporter .Dopo ulteriori 19 ore si 
osserva una significativa riduzione dell’attività 
enzimatica della proteina, in parallelo, si osserva su 
immunoblot la scomparsa della banda corrispondente alla 
cN-II (Figura 31 Careddu et al., 2008. Si veda a questo 
proposito la sezione Materiali e Metodi).  
Per aumentare la versatilità del sistema inducibile lo short harpin verrà diretto alle cellule bersaglio 
tramite un vettore di derivazione lentivirale. Un sistema lentivirale è potenzialmente in grado di 
infettare un maggior numero di cellule rispetto ad un vettore adenovirale, soprattutto nel caso in cui 
i suoi antirecettori siano sostituiti dalla glicoproteina G del virus della stomatite vescicolosa     
(VSV-G). Il sistema utilizzato è un vettore di seconda generazione, in cui le principali cassette 
geniche (LTR, ψ, gag, pol, env) vengono separate in tre plasmidi distinti, uno dei quali è quello 
recante lo short harpin (Per la descrizione del vettore si veda la sezione Materiali e Metodi).  
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Questa tesi tratta della costruzione dei sistemi di silenziamento della cN-II, quindi del primo passo 
in questo lavoro di silenziamento. Il risultato che abbiamo raggiunto è la clonazione dello sh661 in 
un plasmide che ne permetta l’espressione costituitiva (plVTHM) ed in uno che ne permetta 
l’espressione inducibile (plV-CT-tTR-KRAB). L’inducibilità del sistema, saggiata in questo lavoro, 
dovrebbe aprire nuovi orizzonti nello studio della relazione tra cN-II e sopravvivenza cellulare e 
contribuire a gettare nuova luce sul ruolo fisiologico di questa proteina  
Costrutito il sistema, il passo successivo sarà la transfezione della linea cellulare 293T con i tre 
plasmidi per ottenere una produzione di particelle virali in grado di infettare la linea cellulare 
bersaglio. In queste cellule, la regione compresa tra le LTRs virali recante lo sh661 verrà inserita 
nel genoma ad opera della trascrittasi inversa. Su questo sistema verranno studiati gli effetti del 
silenziamento della cN-II, grazie alla versatilità offerta dal sistema condizionale.  
In parallelo, è in corso di studio da parte di questo ed altri gruppi di ricerca la sovra-espressione  
della cN-II in un sistema modello eucariotico quale S. cerevisiae . Questo doppio approccio al 
problema (silenziamento ed overespressione) è stato seguito per molte altre proteine, ed è spesso 
risultato essenziale per una maggior comprensione del ruolo fisiologico della molecola in questione: 
ci auguriamo sia risolutivo anche per la cN-II. 
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2.1    MATERIALI 
2.1.1    MATERIALI UTILIZZATI  
- I primers per il sequenziamento e per la PCR, gli sh661 oligos, sono stati sintetizzati presso 
la BioFab research. 
- I plasmidi per il sistema lentivirale pLVTHM, pLVCT-tTR-KRAB, psPAX2, pMD2.G (si 
veda il Paragrafo 2.1.3) sono stati acquistati da Addgene, presso il cui sito 
(www.addgene.org) sono disponibili le sequenze e le mappe dei plasmidi. 
- Luria Broth e Luria Agar, ampicillina, doxyciclina, DMSO, GenElute Gel Extraction Kit e 
Kit Sartorius Biolab Product sono stati acquistati dalla Sigma Aldrich.  
- Le cellule 293T, i ceppi di E. coli Stable2 e JM109, una soluzione di PEI (polietilenimmina) 
2x, i plasmidi pΔenv1, pCMV-VSVG e LAW34GFP sono una gentile concessione della Dr. 
Laura Vannucci. 
- I campioni di DNA a concentrazione nota utilizzati per la quantificazione sono una gentile 
concessione della Dr. Maria Giovanna Careddu. 
- DMEM high glucose (4,5 g/L Glucose), FBS standard, Glutammina 200 mM, L15 
Leibovitz, Tripsina 2.5%, Trypan Blue sono stati acquistati dalla LONZA. 
- Penicillina 5000 U/ml e streptomicina 5000 µg/ml sono state acquistate dalla Invitrogen.  
- Il Rapid DNA Ligation Kit è stato acquistato dalla Ferments.  
- T4 PNK, EcoRI, ClaI, MluI, FspI, BspEI, BstBI e rispettivi tamponi (Tp4 10x; Tp3 10x), 
High Fidelity Restriction Enzyme Sampler e BSA 10 mg/ml sono stati acquistati dalla New 
England BioLabs (NEB). 
- Certified Molecular Biology Agarose, TBE sono stati acquistati da EuroClone. 
- T4 DNA Ligase, Ligase Buffer 10x, Bromuro di Etidio , TBE 10x , Blue/Orange 6x Loading 
Dye, GoTaq e Tampone GoTaq 5x, CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase), PureYield 
Plasmid MaxiPrep System sono stati acquistati dalla Promega. 
- Standards DNA mi-1kb (1 µg/µl) e mi-100bp (1 µg/µl), mi-Plasmid Miniprep Kit, sono stati 
acquistati dalla Metabion.   
- I filtri 0,45 µm e 0,22 µm sono stati acquistati dalla Millipore. 
- Laddove fosse richiesta acqua estremamente depurata è stata preparata mediante il sistema 
Millipore, acqua MilliQ. 
- Tutti i rimanenti reagenti chimici utilizzati sono della migliore qualità e del massimo 
grado di purezza. 
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Figura 2.1: Oligonucleotide senso (forward) ed antisenso (reverse) per lo sh661. 
2.1.2 LO SH661 
Lo short harpin descritto da Careddu e colleghi bersaglia l’mRNA della cN-II in posizione 661 
(Careddu et al., 2008). La Figura 2.1 riporta le caratteristiche dell’oligonucleotide senso ed 
antisenso. In viola è riportata la sequenza scelta per il loop (5’-TTCAAGAGA-3’), in giallo la 
sequenza target, in celeste l’emisito dell’enzima di restrizione MluI, in verde l’emisito di ClaI, 
preceduto dalla sequenza di terminazione (TTTT, Brummelkamp et al., 2002) Sono stati inseriti 
questi emisiti di restrizione per permettere la clonazione dell’oligonucleotide nel plasmide per il 
silenziamento costituivo, come sarà esposto nei prossimi paragrafi. Gli oligonucleotidi così 
disegnati sono sintetizzati dalla Bio-Fab research.   
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Figura 2.2: Il virus dell’HIV e il suo genoma.  
2.1.3   Il SISTEMA DI SILENZIAMENTO LENTIVIRALE 
Il sistema scelto per il silenziamento della cN-II è un sistema lentivirale di seconda generazione. In 
quanto tale, esso si basa sul virus dell’HIV, rappresentato in Figura 2.2.  La stessa figura mostra 
una schematizzazione del genoma del 
provirus. Il genoma dell’HIV è 
costituito da due molecole di RNA 
identiche di polarità positiva, 
retrotrascritte ad opera della 
trascrittasi inversa in altrettante 
molecola di DNA a doppio filamento 
(provirus) che vengono integrate nel 
genoma dell’ospite. Alle estremità 
della molecola del provirus sono 
presenti due regioni terminali dette 
LTRs (Long Terminal Repeats), 
formate dalle sequenze U3-R-U5, 
essenziali per integrazione, espressione genica e replicazione del virus. Questo costrutto è presente 
solo nel provirus e non nelle molecole di RNA del genoma virale: agli estremi di queste, vi sono 
due tipi di sequenze, quella più esterna è ripetuta (identica) sia al 3’ che al 5’ della molecola, mentre 
la sequenza più interna è caratteristica (unica) degli estremi (U5 e U3). Il meccanismo d’azione 
della trascrittasi inversa porta alla presenza, ad entrambe le estremità del genoma del provirus, del 
costrutto U3-R-U5. Il genoma dei Retrovirus possiede poi tre cassette geniche che si susseguono 
dall’estremità 5’: gag, pol, env. Gag codifica per le proteine strutturali del core (capside e 
nucleocapside); Pol per trascrittasi inversa, polimerasi ed integrasi; env per le proteine virus-
specifiche dell’involucro (envelope). Nel virus dell’HIV sono poi presenti numerosi elementi 
regolatori, variamente embricati tra le tre cassette geniche principali e tra di loro: Tat 
(transactivation gene), Rev (regulatory of virus gene), Vpu (Virus protein U), Nef (negative factor 
gene), Vif (virion infectivity factor), Vpr (viral protein R gene). Il simbolo ψ (psi) indica la sequenza 
necessaria per il packaging (La Placa, 2009). 
I lentivirus attualmente rappresentano la categoria di vettore più utilizzata, sia per fini medici che 
nella ricerca, in quanto mediano una integrazione stabile e a lungo termine del transgene in cellule 
in attiva divisione e non. In particolare, vettori basati sul virus dell’HIV sembrano offrire vantaggi 
ottimali, nonostante la patogenicità del virus, e sono quindi intensamente studiati per ridurne ed 
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eliminarne la patogenicità a vantaggio delle applicazioni terapeutiche e del silenziamento genico. 
Sono stati pertanto progettati diversi sistemi, le cui principali caratteristiche sono schematizzate 
nella tabella sottostante (Pauwels et al., 2009).  
 Prima 
generazione 
  
Seconda 
generazion
e 
 
Terza 
generazione 
SIN 
 
Lenti-XTM  Translentiviral TM 
 
Sistema 
Super-split  
 
Numero di 
plasmidi 
3 3 4 6 6 7 
Delezione nelle 
LTRs (“self-
inactivation”) 
No No Sì No Sì Sì 
Numero di 
plasmidi di 
packaging 
contenenti geni 
dell’HIV 
1 1 2 3 3 6 
Geni accessori vif, 
vpr, vpu, nef 
Tutti Nessuno Nessuno Nessuno, con 
l’eccezione di vpr  non 
funzionale, che è fuso 
alla sequenza 
codificante Pol ed è 
presente nella 
particella virale come 
proteina di fusione con 
RT e IN 
Nessuno, con l’eccezione 
di vpr  non funzionale, che 
è fuso alla sequenza 
codificante Pol ed è 
presente nella particella 
virale come proteina di 
fusione con RT e IN 
Vpu e nef  sono 
assenti,, vpr  è 
presente su due 
plasmidi 
separati, nel 
primo è fuso a 
PR, e nel 
secondo al 
costrutto 
RT/IN/vif.    
Sequenza 
codificante  le 
proteine Tat e 
Rev   
Tat e Rev sono 
presenti su un 
singolo 
costrutto di 
packaging 
Tat e Rev 
sono 
presenti su 
un singolo 
costrutto di 
packaging 
Tat è assente, 
Rev è presente 
come un singolo 
costrutto di 
packaging non-
overlapping 
Tat e Rev sono 
presenti in un solo 
costrutto indipendente 
Tat e Rev sono presenti in 
un solo costrutto 
indipendente 
Tat e Rev sono 
presenti su due 
costrutti 
indipendenti 
Cassette geniche 
Gag e Pol 
(overlapping) 
Sullo stesso 
plasmide 
Sullo stesso 
plasmide 
Sullo stesso 
plasmide 
Separate in due 
plasmidi 
Separate in due plasmidi Separate in tre 
plsamidi 
Eventi necessari 
per la formazione 
di RCL 
(replication 
competent 
lentiviruses 
2  eventi di 
ricombinazione 
indipendenti 
3 eventi di 
ricombinazi
one 
indipendent
i 
4 eventi di 
ricombinazione 
indipendenti tra 
plasmidi privi di 
omologie  
Necessita poi 
del promotore 
mancante nel 
sistema SIN 
4 eventi di 
ricombinazione 
indipendenti tra 
plasmidi privi di 
omologie; 
ricombinazione tra i 
vettori di 
trasferimento, 
riparazione di 
mutazioni puntiformi. 
Necessita poi del 
promotore mancante 
nel sistema SIN 
4 eventi di ricombinazione 
indipendenti tra plasmidi 
privi di omologie; 
ricombinazione tra i vettori 
di trasferimento, 
riparazione di mutazioni 
puntiformi. Necessita poi 
del promotore mancante 
nel sistema SIN 
Più di 4 eventi 
di 
ricombinazione  
indipendenti 
Tabella 2.1: Confronto tra i principali tipi di vettori lentivirali (Modificata da Pauwels et al., 2009) 
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Il sistema utilizzato in questo lavoro di tesi è un sistema di seconda generazione self-inactivating 
(SIN), che prevede l’utilizzo di 3 plasmidi 
indipendenti portanti le cassette geniche necessarie per l’integrazione del transgene e la produzione 
di particelle virali.  
Il primo plasmide del sistema porta le cassette geniche Gag e Pol, così come gli elementi regolatori 
tat/rev, ed è, nel nostro caso, psPAX2. Il secondo plasmide è pMD2.G; esso porta le informazioni 
per la sintesi della glicoproteina di superficie del virus della stomatite vescicolosa (VSV-G), che va 
a sostituire la cassetta genica env dell’HIV. Questa sostituzione è fatta per diminuire la patogenicità 
del virus ed aumentarne in modo ingente lo spettro d’ospite, che è allargato a comprendere la 
maggior parte (se non tutti) dei tipi cellulari di mammifero.   
Il terzo plasmide del sistema porta il transgene di interesse, inserito tra le due LTRs, e l’elemento di 
packaging ψ. Nei primi due plasmidi, a monte e a valle delle cassette geniche di interesse sono stati 
inseriti promotori e segnali di poliadenilazione eterologhi, al posto delle LTRs. Solo il trasngene 
inserito quindi nel terzo plasmide verrà integrato nel genoma, mentre l’assenza di LTRs negli altri 
plasmidi elimina il rischio di ricostituizione del genoma dell’HIV, seppur privato degli elementi 
regolatori. Inoltre, essendo questo un sistema self-inactivating (SIN), l’inserimento del transgene 
avviene a livello di U3. Questa sequenza viene sostituita dal costrutto tet-O_HI_sh, dove tetO è 
l’operatore della tetraciclina (si veda più avanti), HI è un promotore umano che permette la 
Figura 2.3: Plasmidi psPAX2 (a sinistra) e pMD2.G (a destra) 
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Figura 2.4: Plasmide pLVTHM 
trascrizione ad opera delle RNA Polimerasi II e III, e sh indica lo short harpin di interesse. A causa 
del meccanismo d’azione della trascrittasi inversa, il costrutto “TetO_HI_Sh - R- U5” viene copiato 
ad entrambe le estremità del provirus integrato nel genoma. La delezione di U3 porta ad una 
riduzione del 10% dell’attività del promotore virale, ed è necessaria per ridurre il rischio 
oncogenico (dovuto al sito di inserimento del virus), il rischio di mobilità e la possibile 
ricombinazione tra questo e gli altri plasmidi del sistema, che se non fosse ampiamente sfavorita 
porterebbe alla ricostituzione di particelle virali attive e patogene. 
Come terzo plasmide, in questo lavoro di tesi sono stati scelti i vettori pLVTHM e pLVCT-tTR-
KRAB, il primo progettato per un sistema di silenziamento costitutivo ed il secondo per un sistema 
inducibile.  
Il plasmide pLVTHM è mostrato in Figura 
2.4: in nero si possono osservare le due LTRs, 
di cui una SIN, e sono evidenti le sequenze per 
tetO e per H1. E’ poi presente, in celeste in alto 
a destra, l’elemento ψ (psi). All’interno delle 
LTRs è presente un gene reporter, la GFP 
(Green Fluorescent Protein) che permetterà di 
seguire l’inserimento del plasmide all’interno 
del genoma. A monte di questa è presente EF1-
alfa, un promotore forte, per garantirne 
l’espressione. cPPT (lentiviral central 
polypurine tract) è un elemento del genoma 
lentivirale che si ritiene faciliti la trascrizione 
inversa ed il trasposto del genoma virale al 
nucleo. WPRE (Woodchuck hepatitis post-
transcriptional regulatory element) viene 
inserito in quanto è stato dimostrato che esso 
aumenta il titolo dei vettori lentivirali, 
verosimilmente aumentando l’emivita degli 
mRNA, il loro esporto e la poliadenilazione. All’esterno delle LTRs è poi presente il gene per la 
resistenza all’ampicillina, che permetterà di selezionare i cloni batterici portanti questo plasmide.               
Il pLVTHM presenta, rispetto al pLVTH da cui deriva, un’aggiunta di 3 bp che creano un sito unico 
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Figura 2.5: Plasmide pLVCT-tTR-KRAB. 
di taglio per MluI. MluI e ClaI sono i due enzimi di restrizione che verranno utilizzati per clonare lo 
sh661 nel plasmide.  
Il plasmide pLVCT-tTR-KRAB, 
rappresentato in Figura 2.5, è il vettore 
scelto per la costruzione del sistema di 
silenziamento inducibile. Come il 
pLVTHM, anche questo presenta le 
LTRs, l’elemento regolatorio ψ ed è un 
sistema self-inactivating. In questo 
plasmide è presente il gene per la 
resistenza all’Ampicillina (per la 
selezione in ceppi batterici) e la GFP 
come gene marker in cellule 
eucariotiche. Questo plasmide presenta 
poi la sequenza che codifica per una 
proteina di fusione tra il repressore 
dell’operatore della tetraciclina (tetR) ed 
un dominio KRAB (Krüppel associated 
box). Il dominio KRAB è composto di 
75 aminoacidi ed è presente in molte 
proteine con motivi a dita di zinco. Esso 
è in grado di silenziare i promotori delle 
polimerasi II e III guidando la 
formazione di eterocromatina fino a 3kb 
di distanza dal suo sito di legame, 
indipendentemente dall’orientamento. La proteina di fusione tetR-KRAB si lega all’operatore della 
tetraciclina in assenza, ma non in presenza di doxiciclina. In questo modo avviene il blocco della 
trascrizione dello sh661, clonato immediatamente a valle del tetO, e del gene per la GFP. Il sistema 
è reversibile, infatti l’aggiunta di doxiciclina nel mezzo porta ad un cambiamento conformazionale 
nel dominio di legame al DNA della proteina di fusione, che in questo modo perde la capacità di 
legare il tetO. La funzionalità di questo costrutto nella regolazione dell’espressione di diversi 
shRNA è stata testata con successo per diversi costrutti ed in diverse linee cellulari (Wiznerowicz 
and Trono, 2003; Szulcz et al., 2006).  
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2.2    METODI  
2.2.1 COSTRUZIONE DEL SISTEMA DI SILENZIAMENTO  
Come anticipato nel Paragrafo 1.3, questo lavoro di tesi tratta della costruzione di un sistema di 
silenziamento condizionale per la cN-II. Il protocollo seguito per la costruzione di questo sistema è 
descritto da Szulc J. e Aebischer P. (Szulc and Aebischer, 2008). Il primo passo nella costruzione 
del sistema prevede l’inserimento dello short harpin di interesse in un vettore per il silenziamento 
costitutivo quale il pLVTHM; da questo esso verrà clonato nel vettore per il silenziamento 
condizionale.  
 
2.2.1.1 Costruzione del sistema di silenziamento costituivo 
- ANNEALING DEGLI OLIGOS 
Gli oligos sintetizzati presso la BIO-Fab research vengono disciolti in H2O Dnasi free per avere una 
concentrazione finale di 1 µM.  2 µl di ciascun oligo vengono aggiunti a 46 µl di ANNEALING 
BUFFER (100 mM acetato di potassio, 30 mM HEPES pH 7,4 , 2 mM acetato di magnesio, a 
volume con H2O Dnasi Free). La miscela viene denaturata per 4’ a 95°C, quindi 10’ a 70°C. La 
soluzione viene raffreddata a temperatura ambiente (RT) e quindi conservata a -20°C.  
-FOSFORILAZIONE 
Viene preparata una miscela con 5 µl di oligos di cui è avvenuto l’annealing, 2 µl T4 ligase buffer 
con 1 mM di ATP, 1,5 µl di PNK (polinucleotide chinasi), 12 µl H2O Dnasi Free. La miscela di 
reazione così ottenuta viene sottoposta per 30’ a 37°C, seguiti da 10’ a 70°C per denaturare 
l’enzima.  
-DIGESTIONE DEL VETTORE 
2 µg pLVTHM vengono digeriti con ClaI, Tampone 3, BSA 0,1 mg/ml, H2O Dnasi free a volume 
(20 µl finali). La digestione viene fatta procedere per 60’ a 37°C, quindi ClaI viene inattivato a 
65°C per 20’. A questa miscela vengono aggiunti MluI, Tampone 3, H2O DNAsi free a volume (25 
µl finali). La miscela così ottenuta è posta per 60’ a 37°C, infine MluI viene inattivato a 65°C per 
20’. Gli enzimi di restrizione ed i rispettivi tamponi sono stati utilizzati secondo quanto previsto 
dalla ditta produttrice (NEB, New England BioLabs).  
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Il prodotto di reazione viene interamente caricato su gel di agarosio allo 0,6%, insieme a 7 µg di 
standars mi-1kb e 250 ng di vettore non digerito. Il gel viene corso per 90’ a 60 V e quindi 
osservato sotto una lampada a UV.  
La banda su gel corrispondente al vettore digerito (pLVTHM_ClaI_MluI) viene purificata con il 
GenElute Gel Extraction Kit e quantificata con Ethidium Bromide Spot Test (Paragrafo 2.2.4.2). 
-LIGATION 
La miscela di reazione comprende 80 ng di pLVTHM digerito con ClaI e MluI, 5 µl oligos 
fosforiltati, T4 Ligase (Rapid DNA Ligation Kit,), tampone T4 Ligase (Rapid DNA Ligation Kit), 
H2O Dnasi Free (Rapid DNA Ligation Kit) a volume finale di 20 µl. Per controllo la stessa reazione 
viene condotta in assenza degli oligos fosforilati, portando a volume con H2O Dnasi Free. Le 
miscele di reazione vengono tenute per 20’ a 22°C.  
-TRASFORMAZIONE DI CELLULE XL10-Gold COMPETENTI 
Le cellule XL10-Gold sono un ceppo di E. coli il cui genotipo è riportato nella Tabella 2.3 . Queste 
cellule vengono rese competenti con il metodo del cloruro di rubidio, descritto nel Paragrafo 
2.2.4.3  
Il protocollo di trasformazione prevede lo scongelamento lento delle aliquote di cellule in ghiaccio; 
a 50µl di cellule competenti viene quindi aggiunto il DNA plasmidico di interesse. Le cellule 
vengono tenute 30’ in ghiaccio, 45’’ a 42°C, e 3’ in ghiaccio. Esse vengono quindi messe in 800 µl 
di Luria Broth e tenute 3 h in incubazione a 37°C. Vengono trattate con questo protocollo di 
transfezione:  
1) le sole cellule competenti;  
2) le cellule competenti cui sono stati delicatamente aggiunti 10µl del prodotto di ligation tra 
pLVTHM_ClaI_MluI e gli oligos fosforilati;  
3) le cellule competenti cui sono stati delicatamente aggiunti 10 µl del prodotto della ligation 
condotta in assenza degli oligos.  
Dopo le 3 ore di incubazione, vengono preparate le seguenti piastre, tenute overnight (O.N) a 37°C :  
a) 150 µl della cultura 1 in 15 ml di Luria Agar; 
b) 150 µl della cultura 1 in 15 ml di Luria Agar con ampicillina 50 µg/ml; 
c) 150 µl della cultura 2 in 15 ml di Luria Agar con ampicillina 50 µg/ml; 
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Figura 2.6: Rappresentazione schematica dei 
siti di taglio per gli enzimi di restizione ClaI, 
EcoRI e MluI (in verde e blu), in viola è 
rappresentato il sito di inserzione dello sh661 
d) 150 µl della cultura 3 in 15 ml di Luria Agar con ampicillina 50 µg/ml; 
Il plasmide pLVTHM porta la resistenza all’ampicillina, solo le cellule trasformate quindi saranno 
in grado di crescere. Il rapporto tra le colonie presenti sulle piastre c) e d) è importante per valutare 
quanti plasmidi, in assenza dell’inserto, sono stati richiusi su loro stessi. In base a questo rapporto, 
un adeguato numero di colonie della piastra c) viene scelto per i successivi passaggi di screening. 
-SCREENING DELLE COLONIE (1) 
Le colonie vengono prelevate dalla piastra e messe a crescere tutta la notte in 5 ml di Luria Broth 
con Ampicillina 50 µg/ml. Il giorno dopo viene purificato il DNA plasmidico con il mi-Plasmid 
Miniprep Kit (Metabion) , e quantificato con Ethidium Bromide Spot Test (Paragrafo 2.2.4.2).  
Viene preparata una reazione di PCR con 100 pg di templato (pLVTHM e DNA purificato dalle 
colonie da testare), 1 µM di primers, 0,2 mM dNTPs, GoTAQ e suo tampone (Promega) secondo il 
protocollo fornito dalla ditta, H2O DNAsi free a volume finale di 20 µl. Il protocollo di PCR seguito 
prevede: 3’ a 95°C, 30 cicli [30’’ a 95°C, 30’’ a 57°C, 35’’ a 72°C], 5’ a 72°C. I primers utilizzati 
sono, rispettivamente: Forward: 5’-GAATCTTATAAGTTCTGTATGAGACCACGC-3’, Reverse 
5’-ATTGTCGTTAGAACGCGGCTAC-3’.  
A 10 µl di ciascun prodotto di PCR vengono aggiunti 2 µl di Blue/Orange Loading Dye 6x e 
vengono corsi su un gel di agarosio (1,0%) a 70 V per 60’. I campioni vengono confrontati con gli 
standards mi-100 bp. I cloni positivi sono evidenti come bande a maggiore peso molecolare rispetto 
al pLVTHM (448 bp rispetto a 398 bp).  
-SCREENING DELLE COLONIE (2) 
Il DNA plasmidico purificato dalle colonie di interesse 
viene digerito con EcoRI e ClaI, secondo i protocolli 
riportati dalla ditta produttrice dei due enzimi, la New 
England Biolabs (NEB). Viene quindi preparata una 
miscela di reazione con 300 ng DNA; ClaI NEB; EcoRI 
NEB; tampone 4 NEB; BSA 0,1 mg/ml, e viene tenuta a 
37°C per 40’. ClaI è uno dei due enzimi utilizzati per il 
clonaggio, mentre EcoRI presenta un sito unico di taglio 
a monte di quello per MluI, l’altro enzima utilizzato per 
il clonaggio. In questo modo è possibile discriminare tra 
i plasmidi richiusi su loro stessi e quelli con l’inserto: 
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nel primo caso, su gel di agarosio (0,6%) si osserveranno due bande, di 10849 e 286 bp, nel secondo 
caso le bande saranno di 10849 e 236 bp.  
-SCREENING DELLE COLONIE (3) 
Nel caso di cloni positivi, 1 µg di DNA e 10 pmol di primers vengono mandati alla Bio-Fab 
research per il sequenziamento. I primers utilizzati sono riportati nella tabella sottostante, e sono 
stati disegnati con il programma Lasergene PrimerSelect.  
 
Primer  Sequenza 
H1_primer 5’ -TTTCCCAGAACACATAGCGACA-3’  
 2° rev 5’-ATTGTCGTTAGAACGCGGCTAC -3’ 
3° rev 5’-AGCTTGTCTGTAAGCGGATGCC -3’ 
4° rev 5’-GAAGTAAGTTGGCCGCAGTGT -3’ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 2.2: Primers utilizzati per lo screening dei cloni per il pLVTHM e per il pLVCT-tTR-KRAB 
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2.2.1.2  Costruzione del silenziamento inducibile 
 -DIGESTIONE DEL pLVTHM_sh661 
1 µg di pLVTHM_sh661 viene digerito con FspI e MscI, in Tampone 4, H2O Dnasi Free a volume 
finale di 60 µl,. Gli enzimi e i rispettivi campioni sono utilizzati secondo quanto riportato dalla ditta 
produttrice (NEB). La digestione procede per 90’ a 37°C.  
Il prodotto di digestione viene caricato su gel di agarosio (0,6%), la banda di interesse viene poi 
purificata da gel con il GenElute Gel Extraction Kit e quindi quantificata con Ethidium Bromide 
Spot Test.  
-DIGESTIONE DEL pLVCT-tTR-KRAB 
7,4 µg di pLVCT-tTR-KRAB vengono digeriti con FspI e MscI, in Tampone 4, H2O Dnasi Free a 
volume finale di 90 µl. Gli enzimi di restrizione ed i rispettivi tamponi sono utilizzati secondo 
quanto previsto dalla ditta produttrice (NEB). La digestione procede per 90’ a 37°C. 
Il prodotto di digestione viene caricato su gel di agarosio (0,6%), la banda di interesse viene poi 
purificata da gel con il GenElute Gel Extraction Kit e quindi quantificata con Ethidium Bromide 
Spot Test.  
-DEFOSFORILAZIONE 
Per diminuire la probabilità che il vettore possa richiudersi su se stesso, esso viene trattato con la 
fosfatasi alcalina di intestino di vitello (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, CIAP), seguendo il 
protocollo fornito dalla ditta produttice (Promega). Sono stati trattati 7,4 ug di pLVCT-tTR-KRAB 
con 0,06 U di CIAP, tampone CIAP ed H2O DNAsi free a volume, 30’ a 37°C.  
Il prodotto della reazione viene quindi sottoposto ad elettroforesi su gel di agarosio allo 0,6%, a 
70V per 3h, quindi la banda viene purificata da gel con GenElute Gel Extraction Kit, e quindi 
quantificata con Ethidium Bromide Spot Test.  
-LIGATION 
Viene preparata una miscela di reazione con 40 ng di pLVCT-tTRKRAB digerito con FspI-MscI e 
defosforilato, 60 ng pLVTHM_sh661 digerito con FspI-MscI, T4 Ligase, tampone T4 Ligase, H2O 
Dnasi free a volume finale di 10 µl, seguendo il protocollo fornito dalla ditta produttrice (Promega). 
La reazione procede per 16 h a 16°C.  
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Figura 2.7: A) pLVCT-tTR-KRAB, la freccia in blu 
indica il sito di taglio per MluI. B) pLVCT-tTR-
KRAB_sh661. le frecce in blu indicano i siti di taglio 
per MluI, quelle in verde i siti di taglio per gli enzimi 
utilizzati per il clonaggio, la freccia in viola indica lo 
sh661. 
- TRASFORMAZIONE DI CELLULE XL1-0Gold COMPETENTI 
Il prodotto di ligation viene trasformato in cellule XL10-Gold competenti seguendo il protocollo 
descritto nel paragrafo precedente, sostituendo il pLVTHM_sh661 con il pLVCT-tTR-
KRAB_sh661.  
-SCREENING DELLE COLONIE (1) 
Le colonie vengono prelevate dalla piastra e messe a crescere tutta la notte in 5 ml di Luria Broth 
con ampicillina 50 µg/ml. 
Il giorno dopo viene purificato il DNA plamidico con il GenElute Gel Extraction Kit, e quantificato 
con Ethidium Bromide Spot Test.  
Il DNA ottenuto viene quindi digerito con MluI, 
secondo il protocollo fornito dalla ditta produttrice 
(NEB). Il pannello A della Figura 2.7 mostra 
l’unico sito di taglio per MluI presente nel 
pLVCT-tTR-KRAB. Il pannello B mostra invece 
come, laddove è stato inserito il frammento con lo 
sh661, sia presente un secondo sito di taglio per 
MluI. 
Facendo una elettroforesi su gel di agarosio dei 
prodotti di digestione, sarà evidente la presenza di 
una singola banda nei cloni negativi, mentre in  
quelli positivi saranno presenti due bande. 
 
-SCREENING DELLE COLONIE (2) 
Nel caso di cloni positivi 1µg di DNA e 10 pmol di primers vengono mandati alla Bio-Fab research 
per il sequenziamento. I primers utilizzati sono gli stessi riportati nella Tabella 2.2.. 
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2.2.2 PROTOCOLLI DITRANSFEZIONE 
 
Per i protocolli relativi al mantenimento delle culture cellulari, al congelamento e scongelamento 
delle colonie si veda il prossimo paragrafo.  
I plasmidi utlizzati sono stati descritti nel Paragrafo 2.1.3. Essi sono stati acquistati da Addgene 
(www.addgene.org). I plasmidi pLVTHM, pLVTHM_sh661, pLVCT-tTR-KRAB, pLVCT-tTR-
KRAB_sh661 sono stati trasformati nel ceppo di E. coli Stable2, ottimale come ceppo di 
mantenimento in quanto è difettivo in tutti i sistemi di ricombinazione. I plasmidi psPAX2 e 
pMD2.G sono stati trasformati nel ceppo di E. coli JM109. Le cellule sono state stoccate in 16% di 
glicerolo sterile e conservate a -80°C.  
I genotipi dei ceppi di E. coli utilizzati in questo lavoro di tesi sono riportati nella tabella 
sottostante.  
Ceppo di E. coli Genotipo 
XL10-Gold endA1 glnV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1 lac Hte Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 tet
R
 F'[proAB lacI
q
ZΔM15 Tn10(TetR Amy Tn5(KanR)] 
Stable2 F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 Δ(lac-proAB) mcrA Δ(mcrBC-
hsdRMS-mrr) λ- 
JM109 endA1 glnV44 thi-1 relA1 gyrA96 recA1 mcrB
+
 Δ(lac-proAB) e14- [F' 
traD36 proAB
+
 lacI
q
 lacZΔM15] hsdR17(rK
-
mK
+
) 
 
 
I plasmidi vengono purificati con il PureYield Plasmid MaxiPrep System e quantificati 
spettrofotometricamente misurando l’assorbanza a 260 nm.   
 
Per verificare l’identità dei plasmidi, essi sono stati digeriti con differenti enzimi di restrizione, il 
digerito è stato caricato su gel di agarosio allo 0,6% insieme agli standards mi-1kb che hanno 
permesso di calcolare il peso molecolare delle bande e quindi di verificare se rispecchiasse quello 
teorico. Gli enzimi sono stati scelti seguendo, laddove fosse possibile, quanto riportato sul sito della 
ditta produttrice dei plasmidi (Addgene). Il plasmide psPAX2 è stato digerito con EcoRI e BamHI, 
Tabella 2.3: Genotipi dei ceppi di E. coli utilizzati. 
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pMD2.G con EcoRI e BamHI, pLVTHM con BspEI e BstBI. EcoRI e BamHI fanno parte dell’ 
High Fidelity Restriction Enzyme Sampler (NEB) mentre BstBI e BspEI sono acquistati dalla NEB; 
essi sono pertanto stati utilizzati, con i rispettivi tamponi, secondo i protocollo forniti dalla ditta 
produttrice.  
 
2.2.2.1 Precipitazione in calcio fosfato 
Giorno 1: 2,5x10
6
 cellule 293T vengono piastrate in 10 ml DMEM completo ( 2mM  Gln, 100 U/ml 
Penicillina (Pen), 100 µg/ml Streptomicina (Strept), 10% fetal bovine serum, FBS), quindi incubate 
a 37°C, 5% CO2 .  
 Dopo 6 h: viene preparata una miscela con 15 μg psPAX2, 20 μg plVTHM_sh661, 6 μg pMD2.G, 
500 μl HBS 2x, H2O DNAsi free (Vtot 1 ml), cui vengono aggiunti 50 μl CaCl2 2,5 M. Questa 
miscela viene lasciata 25’ a temperatura ambiente, viene quindi aggiunta, goccia a goccia, alle 
cellule. Le piastre così preparate vengono tenute a 37°C, 5% CO2 per 6 h.   
Dopo 6 h:  Il terreno viene cambiato con 6 ml L-15 LEIBOVITZ completo (4 mM Gln, 100 U/ml 
Pen, 100 µg/ml Strept, 10% FBS), cui viene aggiunto 10 mM sodio butirrato. Le piastre vengono 
quindi messe a 37°C.  
Giorno 4 (dopo 36-40 h): Il terreno viene raccolto e filtrato (filtro 0,45 μm), quindi viene 
concentrato con il Kit Sartorius Biolab Product (cutoff 100
.000; 2400xg 30’ 4°C) e conservato a 
-80°C.  
Per valutare l’efficienza di transfezione le cellule vengono raccolte e sospese in un adeguato volume 
di FACS BUFFER (0,2% BSA; 0,1% sodioazide in PBS), o di FACS FIX (1% paraformaldeide in 
PBS). L’efficienza di transfezione viene valutata rilevando la percentuale di cellule esprimenti la 
GFP tramite citometria a flusso. Il FACS buffer viene utilizzato se la lettura al citofluorimetro viene 
effettuata entro le 24 h dalla raccolta, altrimenti viene utilizzato il FACS FIX.   
 
2.2.2.2 Transfezione con il metodo PEI (Polietilenimmina) 
Giorno 1: vengono piastrate 3x10
6
 cell 293T in 10 ml DMEM completo (2 mM Gln, 100 U/ml Pen, 
100 µg/ml Strept, 10% FBS), e messe in incubatore a 37°C, 5% CO2. 
Giorno 2:  Vengono preparate le Mix A e B. Mix A: 20 μg plVTHM_sh661 (oppure 20 µg di 
pLVCT-tTR-KRAB_sh661); 10 μg psPAX2; 5 μg pMD2G, NaCl 150 mM (Vtot =700 μl). Mix B: 
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600 μl NaCl 150 mM + 100 μl PEI. Viene quindi aggiunta la Mix B alla Mix A, e la miscela finale 
viene tenuta 15’a RT. Dopo aver sostituito il terreno delle cellule con 5 ml DMEM (2 mM Gln, Ø 
Ab, Ø FBS), viene aggiunta la mix A+B goccia a goccia.  
Dopo 6 ore: Il terreno viene sostituito con DMEM completo. 
Giorno 4: Il terreno viene raccolto e conservato a -80°C.  
Per valutare l’efficienza di transfezione le cellule vengono raccolte e sospese in un adeguato volume 
di FACS BUFFER (0,2% BSA; 0,1% sodioazide in PBS), o di FACS FIX (1% paraformaldeide in 
PBS). L’efficienza di transfezione viene valutata rilevando la percentuale di cellule esprimenti la 
GFP tramite citometria a flusso. Il FACS buffer viene utilizzato se la lettura al citofluorimetro viene 
effettuata entro le 24 h dalla raccolta, altrimenti viene utilizzato il FACS FIX. Viene utilizzato un 
citofluorimetro FACScan (Bectan Dickinson) con il software CELLQuest Version 2 (BD 
Biosciences, Milano) 
 
Per verificare l’efficienza del metodo di trasfezione PEI, avendo ottenuto delle rese inferiori a 
quelle previste, abbiamo eseguito alcuni esperimenti. Il protocollo di transfezione PEI è stato 
applicato al sistema utilizzato con successo dal gruppo del Centro Retrovirus del Dipartimento di 
Patologia Sperimentale dell’Università di Pisa, costituito dai plasmidi pΔenv1 (packaging), pCMV-
VSVG (envelope) e LAW34GFP (recante il gene per la GFP) (Vannucci et al., 2010; Pistello et al., 
2007).  
In un secondo esperimento, il protocollo PEI è stato applicato per transfettare cellule 293T con: 
- psPAX2, pMD2.G e LAW43L 
- pΔenv1, pCMV-VSV-G e pLVTHM_661  
In questo esperimento abbiamo quindi invertito i plasmidi portanti la GFP dei due sistemi, allo 
scopo di valutare l’eventuale presenza di contaminanti nelle purificazioni dei nostri plasmidi di 
packaging/envelope.  
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2.2.3  VERIFICA DELL’INDUCIBILITA’ DEL SISTEMA 
Per verificare che il sistema di silenziamento inducibile sia effettivamente tale, le cellule 293T 
vengono transfettate con il solo plasmide pLVCT-tTR-KRAB e trattate con dosi crescenti di 
doxiciclina. Al secondo e quinto giorno dal trattamento, le cellule vengono raccolte ed osservate al 
FACS. Il protocollo è stato ricavato da quanto descritto da Sulcz e colleghi (Sulcz et al., 2006).  
 
Giorno 1: vengono preparate 14 piastre con 3x10
6
 cell 293T in 10 ml DMEM completo (2 mM Gln, 
100 U/ml Pen, 100 µg/ml Strept, 10 % FBS), e messi in incubatore a 37°C, 5% CO2. 
Giorno 2: 12 piastre vengono transfettate con il solo plasmide pLVCT-tTR-KRAB_sh661, 
seguendo il metodo PEI descritto nel Paragrafo 2.2.2.1. La Mix A, per ogni piastra, è composta da 
20 µg di pLVCT-tTR-KRAB_sh661 e da NaCl 150 mM per portare al volume finale di 700 µl.  
2 piastre vengono transfettate con il solo pLVTHM secondo il protocollo PEI. La Mix A è 
composta da 20 µg pLVTHM e NaCl 150 mM per portare a volume finale di 700 µL.  
2 piastre non vengono sottoposte al protocollo PEI e serviranno come “bianchi” per le letture al 
FACS (per leggere la fluorescenza di fondo).  
Dopo 6 ore: seguendo il protocollo PEI viene cambiato il terreno con DMEM completo. Le piastre 
vengono trattate con doxiciclina come segue:  
2 Piastre transfettate con pLVCT-tTR-KRAB e i 2 “bianchi” non vengono trattate con doxiciclina; 
2 Piastre transfettate con pLVCT-tTR-KRAB vengono trattate con 0,002 µg/ml di doxiciclina; 
2 Piastre transfettate con pLVCT-tTR-KRAB vengono trattate con 0,004 µg/ml di doxiciclina; 
2 Piastre transfettate con pLVCT-tTR-KRAB vengono trattate con 0,02 µg/ml di doxiciclina; 
2 Piastre transfettate con pLVCT-tTR-KRAB vengono trattate con 0,04 µg/ml di doxiciclina; 
2 Piastre transfettate con pLVCT-tTR-KRAB vengono trattate con 0,2 µg/ml di doxiciclina; 
2 Piastre transfettate con pLVTHM vengono trattate con 0,2 µg/ml di doxiciclina.  
Le cellule vengono quindi messe in incubatore a 37°C, 5% CO2.  
Dopo 2 giorni, da una piastra per ogni trattamento vengono raccolte le cellule e sospese in 500 µl di 
FACS-FIX/BUFFER. I campioni vengono quindi letti al FACS. Le cellule delle altre piastre 
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vengono raccolte al quinto giorno dal trattamento, sospese in 500 µl di FACS-FIX/BUFFER e lette 
al citofluorimetro. 
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2.2.4 ALTRE TECNICHE DI BIOLOGIA MOLECOLARE 
2.2.4.1 Elettroforesi su gel di agarosio 
La quantità desiderata di agarosio viene disciolta in TBE (Tris-borato 0,09 M, EDTA 2 mM); al gel 
viene aggiunto bromuro di etidio (0,5 µg/ml) per la visualizzazione delle bande.  
I campioni vengono preparati con l’aggiunta di Blue/Orange Loading Dye, caricati sul gel e corsi a 
voltaggio costate in TBE. Il risultato della corsa viene visualizzato illuminando il gel con una 
lampada ad UV.  
Gli standarsd utlizzati sono riportati nella sottostante Figura 2.8.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.4.2 Ethidium Bromide Spot Test  
Aliquote di standards a quantità nota di DNA (in un range da 10 ng/µl a 250 µg/ml) vengono 
addizionati ad un ugual volume di bromuro di etidio. I campioni a concentrazione incognita 
vengono preparati analogamente agli standards, quindi tutti i campioni vengono illuminati sotto una 
lampada ad UV. Dal confronto con gli standards vengono ricavate le concentrazioni incognite. 
(Sambrook and Russell, 2001) 
 
 
 
Figura 2.8: Standards mi-1 kb (sinistra) e mi-100bp (destra).  
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2.2.4.3   Preparazione di cellule competenti con il metodo del cloruro di rubidio  
Questo protocollo è stato utilizzato per cellule XL10-Gold.  
Giorno 1: nel pomeriggio viene fatto un inoculo di XL10-Gold in 5ml di Luria Broth, che viene 
tenuto in agitazione a 37°C O.N. 
Giorno 2: le cellule vengono trasferite in 50 ml di terreno, e viene misurata l’assorbanza a 600 nm 
fino al raggiungimento di un valore compreso tra 0,5 e 0,6. A quel punto la beuta contenente le 
cellule viene tenuta 10’ in ghiaccio, dopo i quali le cellule vengono centrifugate a 12000xg per 10’ a 
4°C. Il pellet ottenuto viene risospeso delicatamente in 12,5 ml di TBF-I (30 mM CH3COOK, 50 
mM MgCl2, 100 mM RbCl), e tenuto in ghiaccio 10’. Successivamente la soluzione viene 
centrifugata a 3600xg 10’ a 4°C, e il pellet ottenuto viene sospeso gentilmente in 2 ml di TBF-II (10 
mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCl, 15% Glicerolo). Tutti i passaggi vengono effettuati in 
ghiaccio. Infine vengono preparate aliquote contenenti la quantità desiderata di cellule, e conservate 
a -80°C.  
2.2.4.4 Preparazione di cellule Stable2 competenti 
Viene fatto un pre-inoculo di Stable2 in 3 ml di Luria Broth, e lasciato crescere tutta la notte a 
30°C. Il giorno dopo, 500 µl del pre-inoculo vengono aggiunti a 100 ml di terreno, e tenuti in 
agitazione a 30°C fino al raggiungimento di un valore di assorbanza a 600 nm pari a 0,5. La 
sospensione viene quindi tenuta 10’ in ghiaccio, e quindi centrifugata a 1100xg per 15’ a 4°C. Il 
surnatante viene rimosso, quindi il pellet viene risospeso in 10 ml di CaCl2 100 mM, e viene tenuto 
in ghiaccio per 10’. Viene poi fatta una seconda centrifuga a 1100xg per 15’ a 4°C, il surnatante 
viene scartato ed il pellet viene risospeso in 2 ml di CaCl2 100 mM. A questa soluzione viene 
aggiunto il 15% di glicerolo, e viene infine aliquotata e conservata a -80°C.  
2.2.4.5 Culture di cellule 293T 
Le cellule 293T vengono fatte crescere a 37°C 5% CO2 in 10 ml DMEM cui è stato aggiunto il 10% 
di FBS, 100 U/ml penicillina, 100 µg/ml streptomicina e 2 mM di L-glutammina. Al 
raggiungimento della confluenza le cellule vengono divise a seguito di un trattamento con tripsina: 
rimosso il terreno, le cellule vengono lavate in PBS (0,8% NaCl, 0,002% KCl, 0,0061% Na2HPO4 x 
7 H2O, 0,02% KH2PO4) e quindi trattate con 1 ml di tripsina 2,5% per circa 1’. Alle cellule vengono 
quindi aggiunti 2 volumi di terreno (rispetto alla tripsina), vengono raccolte e centrifugate per 5’ a 
1000xg Rimosso il surnatante, le cellule vengono risospese in un apposito volume di DMEM ricco 
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e quindi piastrate. Tutte le manipolazioni delle colture vengono eseguite sotto cappa a flusso 
laminare utilizzando materiale sterile usa e getta.  
2.2.4.6  Congelamento/Scongelamento di cellule 293T 
Le cellule vengono raccolte (trattamento con tripsina descritto precedentemente) e sospese in un 
adeguato volume di terreno, quindi 10 µl di sospensione cellulare vengono mescolati ad un ugual 
volume di Trypan Blue 0,4%. Grazie all’utilizzo di una camera di Burker, le cellule vengono 
contate e se ne valuta la vitalità. Se la vitalità è maggiore del 95%, le cellule sono adatte ad essere 
congelate in aliquote da 10
7. Esse vengono pertanto centrifugate 5’ a 1000xg e risospese in 90% 
FBS, 10% dimetilsulfossido (DMSO). Le aliquote vengono tenute per due giorni a -80°C e quindi 
messe in azoto liquido. 
Lo scongelamento avviene mettendo l’aliquota a 37°C, quindi vi vengono aggiunti 2 volumi di 
DMEM completo (10%FBS, 2 mM Gln, 100 U/ml Pen, 100 µg/ml Strept) e vengono centrifugate a 
1000xg. Le cellule vengono quindi risospese in un apposito volume di terreno e quindi piastrate. 
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Figura 3.1: Risultato 
dell’esperimento di PCR 
descritto nel testo. A: standards 
mi-100bp; B: standards mi-1kb; 
1: pLVTHM senza sh661; 
2÷13:  DNA purificato dai cloni 
di interesse; 14: DNA purificato 
da un clone della piastra d). 
Figura 3.2: Il riquadro in blu evidenzia la sequenza dello sh661 all’interno del plasmide pLVTHM. 
3.1 COSTRUZIONE DEL SISTEMA DI SILENZIAMENTO COSTITUTIVO 
Seguendo il protocollo di Szulc (2008) come descritto nel Paragrafo 2.2.1.1, lo sh661 è stato 
clonato all’interno del plasmide pLVTHM. Il primo screening (mediante PCR) che abbiamo 
effettuato per verificare l’effettivo inserimento dello short harpin nel vettore ha rivelato la presenza 
di putativi cloni positivi. Su tali cloni è stato effettuato il secondo screening mediante digestione 
con EcoRI e ClaI. Laddove abbiamo trovato cloni positivi, essi sono stati mandati alla BioFab-
research per il sequenziamento. L’analisi della sequenza ha confermato la presenza dello sh661 
all’interno del pLVTHM e quindi la costruzione del vettore per il sistema di silenziamento 
costitutivo della cN-II.  
La Figura 3.1 mostra il risultato di un esperimento di PCR. Le 
lettere A e B indicano, rispettivamente, gli standards mi-100bp e 
mi-1kb. I numeri indicano i campioni. Il campione 1 è il controllo, 
ossia il pLVTHM senza lo sh661. Il campione 14 deriva da una 
colonia prelevata dalla piastra d) descritta nel Paragrafo 2.2.1.1, e 
rappresenta il pLVTHM che verosimilmente si è richiuso su se 
stesso. Le frecce gialle indicano le posizioni degli standards di 400 
e 300bp. La freccia bianca indica un esempio di campione positivo. 
Come si può notare, la maggior parte dei cloni su cui abbiamo fatto questo esperimento ha dato un 
risultato positivo.  
La Figura 3.2 mostra invece il risultato del sequenziamento, ossia 
evidenzia la sequenza dello sh661 (riquadro in blu) all’interno di 
quella del pLVTHM.  
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3.2 COSTRUZIONE DEL SISTEMA DI SILENZIAMENTO CONDIZIONALE 
La costruzione del sistema costitutivo è stata il primo passo verso la costruzione del sistema di 
silenziamento condizionale. Secondo quanto descritto nel Paragrafo 2.2.1.2, un frammento 
contenente lo sh661 è stato clonato dal pLVTHM al pLVCT-tTR-KRAB. Il primo screening fatto 
per verificare l’avvenuta clonazione è stata la digestione con MluI descritta nel Paragrafo 2.2.1.2. 
L’effettiva presenza dello short hairpin nel vettore è stata verificata tramite sequenziamento. la 
Figura 3.2 mostra la sequenza dello sh661 (riquadro in blu) all’interno del plasmide pLVCT-tTR-
KRAB.  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 3.4: Il riquadro in blu evidenzia la sequenza dello sh661 all’interno del pLVCT-tTR-KRAB. 
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Figura 3.5: Elettroforesi di controllo dei plasmidi. 1. 
standards mi-1Kb; 2. pLVTHM digerito con BspEI; 
3.pLVTHM digerito con BstBI; 4. psPAX2 digerito  
con BamHI; 5. psPAX2 digerito con EcoRI; 6. 
pMD2.G digerito con BamHI; 7. pMD2.G digerito con 
EcoRI.   
Grafico 3.1: Percentuale di cellule GFP-
positive nei diversi campioni descritti nel 
testo. SISTEMA 1 (GFP L.): sistema 
utilizzato al centro retrovirus, SISTEMA 
NOSTRO : psPAX2, pMD2.G, pLVTHM 
solo: pLVTHM; pLVTHM + SISTEMA 1: 
pΔenv1, pCMV-VSVG, pLVTHM; GFP L. 
+ SISTEMA NOSTRO: psPAX2, pMD2.G, 
LAW34GFP. Nella seconda barra 
dell’istogramma, il colore più chiaro indica 
il miglior risultato ottenuto (17%).  
3.3  PROTOCOLLO DI TRANSFEZIONE 
Il primo protocollo seguito (precipitazione in calcio fosfato) è stato abbandonato in quanto non ha 
dato alcun risultato. Con il protocollo di transfezione con PEI (riportato nel Paragrafo 2.2.2.2) è 
stata ottenuta un’efficienza di trasfezione del 3-17%. 
Per migliorare l’efficienza di transfezione, i plasmidi utilizzati sono stati purificati con il PureYield 
Plasmid MaxiPrep System (Promega) e ne è stata verificata l’identità come descritto nel           
Paragrafo 2.2.2.  Una elettroforesi di controllo dei plasmidi è riportata in Figura 3.5.  
 
 
 
Per verificare l’efficienza del metodo di transfezione PEI sono state fatte le prove descritte nel 
Paragrafo 2.2.3. Il Grafico 3.1  riporta i risultati di questi esperimenti. Essi sono espressi come 
percentuale di cellule GFP-positive rilevate sui campioni di cellule 293T transfettate con, 
nell’ordine: il sistema ampiamente testato gruppo del Centro Retrovirus con cui collaboriamo 
(pΔenv1, pCMV-VSVG, LAW34GFP); il nostro sistema costitutivo (psPAX2, pMD2.G; 
pLVTHM); il solo pLVTHM; un sistema composto da pΔenv1, pCMV-VSVG e pLVTHM; un 
sistema composto da psPAX2, pMD2.G e LAW34GFP.  
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3.4 VERIFICA DELL’INDUCIBILITA’ DEL SISTEMA 
Per verificare che effettivamente il sistema costruito sia inducibile, abbiamo transfettato le cellule 
293T con il solo vettore portante lo short harpin (metodo PEI, Paragrafo 2.2.2.2); le cellule così 
transfettate sono state trattate con concentrazioni crescenti di doxiciclina come riportato nel 
Paragrafo 2.2.3. 
I risultati di questi esperimenti, espressi come percentuale di cellule GFP-positive, sono riportati nei 
grafici sottostanti. Il Grafico 3.2 mostra come il sistema da noi utilizzato sia inducibile: nelle 
cellule transfettate con il pLVCT-tTR-KRAB_661 e trattate con doxiciclina la percentuale di cellule 
GFP-positive è raddoppiata rispetto alle stesse cellule (transfettate) non trattate con doxiciclina. Il 
Grafico 3.3 mostra come la percentuale di cellule GFP-positive aumenti al crescere della dose di 
doxiciclina utilizzata, in cellule transfettate con il pLVCT-tTR-KRAB_sh661. Infine, l’inducibilità 
del sistema è indirettamente confermata dal Grafico 3.4. Le cellule transfettate con il plasmide per 
il silenziamento condizionale, in assenza di doxiciclina, mostrano una percentuale di cellule       
GFP-positive minore rispetto a quella ottenuta transfettando le cellule con il sistema costitutivo. 
Tale percentuale aumenta però in presenza di doxiciclina, come è evidente dai due grafici 
precedentemente discussi.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Grafico 3.2: Percentuale di cellule GFP-
positive al secondo giorno dal 
trattamento con doxicilcina, in un 
campione di sole cellule 293T (Ø KRAB 
Ø DOX); in un campione di cellule 293T 
transfettate con il pLVCT-tTR-
KRAB_661 e non trattate con 
doxiciclina (KRAB Ø DOX); in un 
campione di cellule 293T transfettate 
con il pLVCT-tTR-KRAB_661 e trattate 
con 0,2 µg/ml di doxiciclina (KRAB + 
0,2 µg/ml DOX).  
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Grafico 3.3: Percentuale di cellule GFP-
positive al secondo giorno dal 
trattamento con doxiciclina, in campioni 
di cellule 293T transfettate con il 
plasmide pLVCT-tTR-KRAB_661 e 
trattate con concentrazioni crescenti di 
doxiciclina. 
Grafico 3.4: Percentuale di cellule  
GFP-positive in campioni di cellule 
293T: non trattate (293T); transfettate 
con pLVTHM (THM); transfettate con 
pLVCT-tTR-KRAB_661 (KRAB).  
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Il lavoro di Careddu e colleghi (Careddu et al., 2008), ha mostrato come il silenziamento costitutivo 
della cN-II induca l’apoptosi in cellule di astrocitoma umano. Abbiamo pertanto deciso di costruire 
un sistema che permetta di ottenere il silenziamento inducibile della proteina, per meglio indagare 
sulle cause di questa morte cellulare programmata. Un primo risultato che abbiamo raggiunto in 
questo lavoro di tesi è la costruzione di due vettori adatti ad un sistema di silenziamento lentivirale, 
uno costitutivo ed uno condizionale. Come discusso nel Paragrafo 1.3, è stato scelto un sistema 
lentivirale, piuttosto che adenovirale come nel precedente lavoro, per aumentare la versatilità del 
sistema, nonché lo spettro d’ospite sul quale potrà essere utilizzato. Lo short harpin 661, in grado di 
silenziare la cN-II, è stato quindi inserito all’interno dei plasmidi pLVTHM e pLVCT-tTR-KRAB 
descritti da Szulc e colleghi (Szulc and Aebischer, 2008). Per quanto riguarda il vettore inducibile, 
abbiamo verificato l’inducibilità del sistema transfettando le cellule 293T con il solo pLVCT-tTR-
KRAB_sh661 e trattandole con dosi crescenti di doxiciclina. Abbiamo verificato che al crescere 
della dose di doxiciclina utilizzata aumenta la percentuale di cellule GFP-positive nei campioni 
(Grafico 3.3). La GFP è il gene reporter per testare l’inducibilità del sistema. Il pLVCT-tTR-KRAB 
infatti porta il gene per la proteina di fusione tetR-KRAB (Paragrafo 2.1.3), che legandosi 
all’operatore della tetraciclina silenzia l’espressione di geni posti entro 3 kb di distanza (sh661 e 
GFP), guidando la formazione di eterocromatina. E’ interessante osservare che all’aumentare della 
dose di doxiciclina utilizzata e del tempo di esposizione all’induttore (doxiciclina) aumentano le 
cellule morte presenti nel campione. Tale mortalità non è dovuta alla presenza della GFP, che è 
ampiamente utilizzata come gene reporter in quanto non induce mortalità cellulare, e neppure alle 
concentrazioni di doxicilina utilizzate (come verificato). E’ affascinante ipotizzare che l’aumentata 
mortalità cellulare sia da attribuire all’aumentata sintesi dello sh661, parallela a quella della GFP. 
Questa sarebbe una ulteriore conferma degli effetti letali che il silenziamento della cN-II ha sulle 
cellule, e sono pertanto in corso esperimenti volti a confermare questo risultato nonché a chiarire le 
dinamiche dell’espressione dello short harpin ed i suoi effetti sulle cellule 293T.  
Il sistema progettato per lo studio del silenziamento prevede la futura costruzione di una linea 
cellulare ove il costrutto silenziante sia integrato nel genoma in modo stabile, mentre nei nostri 
esperimenti l’espressione del costrutto è transiente. Per ottenere questo risultato, e per far luce 
sull’importanza della cN-II nella cellula, è di fondamentale importanza la messa a punto di un 
efficiente protocollo di transfezione con cui ottenere una buona produzione di particelle virali 
portanti i nostri costrutti. Come precedentemente discusso, per la formazione delle particelle virali 
di interesse sono necessari tre plasmidi: il vettore portante lo sh, un plasmide di packaging ed uno di 
envelope (rispettivamente, psPAX2 e pMD2.G). In questo lavoro di tesi abbiamo testato e scartato 
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un protocollo di transfezione con precipitazione in calcio fosfato, che sebbene sia di efficienza ben 
documenta in letteratura non ha dato, nel nostro caso, alcun risultato positivo. Abbiamo allora 
spostato la nostra attenzione su un protocollo di transfezione che prevede l’utilizzo di PEI 
(polietilenimmina). Il PEI è una molecola carica positivamente che dovrebbe facilitare 
l’introduzione del DNA nelle cellule, bilanciandone la carica negativa. Questo protocollo ha dato 
risultati ottimali al gruppo del Centro Retrovirus dell’Università di Pisa, con rese del 90% con il 
sistema da loro utilizzato. Con questo metodo abbiamo ottenuto dei risultati positivi, sebbene 
l’efficienza di transfezione rimanga bassa (mai superiore al 17%). Dopo aver verificato l’identità di 
tutti i plasmidi, per migliorare l’efficienza di transfezione, abbiamo aumentato la resa e la purezza 
delle preparazioni plasmidiche da noi utilizzate, senza ottenere alcun miglioramento. Esclusi quindi 
problemi a livello di purificazioni plasmidiche, abbiamo testato il nostro sistema in parallelo a 
quello utilizzato dal gruppo del Centro Retrovirus. I risultati dei nostri esperimenti sono riassunti 
nel Grafico 3.1 E’ interessante osservare come la sostituzione dei nostri plasmidi di 
packaging/envelope con pΔev1/pCMV-VSVG, così come la sostituzione del solo nostro plasmide 
portante la GFP con LAW34GFP,  abbiano dato lo stesso risultato della prova con il nostro sistema 
completo (ossia un’efficienza di transfezione del 3% circa). A contrasto, la prova con l’intero 
sistema del Centro Retrovirus ha dato un’efficienza del 60% circa. Negli esperimenti fatti per 
testare l’inducibilità del sistema, abbiamo transfettato le cellule con il solo plasmide portante il gene 
per la GFP, e in questo caso abbiamo avuto buone percentuali di cellule GFP-positive: 41% con il 
solo pLVTHM,  25% con pLVCT-tTR-KRAB in assenza di doxiciclina (che arriva ad un 51% in 
presenza di 0,2 µg/ml di doxiciclina). Abbiamo quindi scartato l’ipotesi di problemi a livello di 
promotore/gene per la GFP. La conclusione a cui sembrano portare questi esperimenti è che il 
metodo PEI non sia ottimale per la transfezione delle 239T con i nostri tre plasmidi, a dispetto dei 
buoni risultati ottenuti con il solo vettore dello sh661 (con il solo THM o con il solo KRAB). 
Riteniamo pertanto sia necessario provare con un sistema di lipofezione. Se è vero che negli anni 
passati tale metodo era sconsigliato a causa dell’alta mortalità cellulare indotta, e sia ancora 
sconsigliato in quanto non è efficace con tutti i sistemi, è anche vero che sono stati messi a punto 
numerosi miglioramenti dei protocolli, e potrebbe dare risultati migliori del metodo PEI.  
Lo scopo finale del progetto più ampio in cui si inserisce questo lavoro di tesi è, come 
precedentemente ricordato, la costruzione di una linea cellulare stabile su cui studiare gli effetti del 
silenziamento. I risultati da noi ottenuti sembrano indicare (ma è solo un primo indizio) che anche 
una transfezione transiente dello sh661 sia letale per la cellula. Sebbene questa sia solo una prima 
osservazione, che al momento stiamo verificando, è tuttavia estremamente interessante in quanto 
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conferma i risultati precedenti sulla letalità del silenziamento della cN-II in una linea cellulare 
(293T) non di derivazione nervosa. Questa linea cellulare è la stessa utilizzata da Gazziola, 
Rampazzo (Gazziola et al., 2000; Rampazzo et al., 1999) e colleghi per tentare l’overespressione 
della cN-II, ed è interessante notare che, anche in questo caso, una alterazione dell’espressione della 
proteina risulta letale per la cellula. Per completare ed integrare il lavoro sul silenziamento, è stata 
intrapresa una seconda linea di ricerca, volta a studiare gli effetti dell’overepressione della cN-II in 
un modello eucariotico quale S. cerevisiae. Studi preliminari confermano l’ipotesi che la cN-II sia 
essenziale per la vitalità cellulare, e sembrano indicare che la proteina sia coinvolta nella 
regolazione dei pools dei nucleotidi.  
Si conferma quindi di primario interesse lo studio degli effetti del silenziamento della cN-II, che 
potrebbe veramente essere la chiave per la comprensione dei ruoli fisiologici di questa proteina. E’ 
evidente che la cN-II rivesta un ruolo essenziale per la cellula, ne sono indizio, ad esempio, gli  
effetti del silenziamento costitutivo, l’impossibilità di ottenere overespressione nelle stesse cellule 
HEK 293 T da noi utlizzate, l’osservazione che non si conoscano tessuti/linee cellulari privi della 
cN-II, l’iperattività della proteina associata a condizioni patologiche maligne, la sua estrema 
conservazione e le caratteristiche strutturali al momento risolte. Se è vero che la cN-II appartiene 
strutturalmente alla superfamiglia delle HAD, e condivide le caratteristiche delle 5’-nucleotidasi la 
cui struttura è stata risolta, è anche vero che la sua struttura (o meglio, la porzione risolta di tale 
struttura) è molto più complessa. La cN-II presenta poi delle caratteristiche uniche anche tra le 5’-
nucleotidasi, tra cui la presenza di una coda di 13 cariche negative conservate, e la complessa 
regolazione. Tutto ciò supporta ampiamente l’idea che la cN-II svolga un ruolo cruciale nelle 
cellule, e sottolinea la fondamentale importanza che gli esperimenti di silenziamento potrebbero 
avere nella comprensione, e magari nella risoluzione, di quell’affascinate mistero che, al momento, 
è la 5’-nucleotidasi citosolica di tipo II.  
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pena di conoscerla.”  
Henri Poincarè 
 
 
